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PENSAMENTO
I
S
"para o Cientista, o conhecimento saí da j 
ignorância tal qual a luz sai das trevas. 0 cientista não 
vê que as trevas espirituais têm uma estrutura e que* mes 
sas condições5 toda experiência objetiva correta deve im­
plicar sempre a correção de um erro subjetivo. Mas não ê 
fãcil destruir os erros um a um. Eles são coordenados. 0 
espírito científico so se pode construir destruindo o es­
pírito não científico. Muitas vezes o cientista entrega- 
se a uma pedagogia fracionada enquanto o espírito cien­
tífico deveria ter "em vista uma reforma subjetiva total. 
Todo o progresso real no pensamento científico necessita 
de. uma conversão”. . .
BACHELARD: A filosofia do não, j
■ i
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3INTRODUÇÃO
■ Os açucares sio substâncias sucestíveis. a reações de
substituição, e os produtos resultantes podem, em muitos ca­
sos, funcionar como análogos de substratos em sistemas ensi- 
mâticos. As reações de substituição em açucares, muitas vezes 
nlo sõ bloqueiam, especificamente, grupos hidroxílas, como 
também acarrêtam alterações configuracíonais; permitindo des­
te modo, verificar a influincié do,.grupo substituído em rea­
ções biológicas. Apesar dos"avanços nos processos de síntese 
dos açucares substituídos, principalmente no que concerne aos 
derivados desoxi-halogenados, sõ mui. recentemente houve uít 
real interesse na utilização desses compostos como inibidores 
de vãrios processos biológicos.
Â descoberta, por Liebecq e Peters, 1949, de que o áci­
do fluorcítrico ê um poderoso inibidor da aconitase induziu 
muitos pesquisadores a utilizarem derivados de açucares deso- 
xi-halogenados como inibidores enzimãticos. 6om esta finali­
dade o derivado 6-ciesoxi~6-fluor~D~gldbose foi utilizado pe­
la primeira vez por Blakley e' Boyer, 1955. Este derivado mos- 
troy ser um inibidor» competitivo na utilização da D-frutose e 
D-glucose por células de levedura, mas tendo pouco efeito so­
bre preparações livrtes de células* Anteriormente, Gottschalk, 
1950 havia utilizado vários açucares desoxi-halogenados con­
tendo como grupo substituinte o fluor, cloro, bromo ou o iodo 
com a finalidade de correlacionar o tamanho do grupo substi- f
tumte com aquele do sitio enzxmatxeo. j
‘  !
Posteriormente, Barnett, 196?, revisando o assunto, res |
saltou a influência de vãrios açúcares desoxi-halogenados so- j
bre a atividade de alfa e beta glucosidases, da hexoquinase e |
' I
sobre o transporte ativo e passivo de açucares através da mem | 
brana intestinal•de mamíferos. . |
Os derivados, 2-desoxi-D-glucoèe (Hetzger et al, 196**, |
4r
Eipke, -1976) e o 3-desoxi~3~fluor-D-glueose (Taylor et al,
1965* Eisenthal et al* 1972 e Romasehin et al* 1976) também fo 
ram utilizados como análogos dos açucares correspondentes nos 
estudos de inibição competitiva.
terminado grupo no centro ou próximo ao centro ativo de certas 
enzimas. Dentro desta linha encontram-se vários compostos co­
mo o l-cloro-4-feni1-3“p-toluenosulfonamida-2-butanone (N-p-to 
luenosulfenilfenilalanina-clorometil-cetona') que inativa a qui 
miotripsina (Schoellmann e Shaw, 1363); e 7-amina-l-cloro-3~p~ 
toluenosulfonamida-2-heptanona (*-N~p-toluilsulfonil-lisina - 
clarometil-lisina) que inibíe a tripsina,(Shaw et al, 1965). 
Estes inibidores apresentaram umâ característica em comum*qual 
seja de conterem um grupo halogenico adjacente a um grupo car­
bonila. 0 ácido N-acetil- 3-fluorneuramínico e seus isómeros qre 
inibem a enzima N-acetilneuramínico aldolase de maneira ir­
reversível CGantt et al, 196*0, apresentam características es­
truturais semelhantes aos inibidores acima'descritos.
• Outros açucares desoxi-halogenados como © 2-fluor-2-deso 
xi-D-glucose e o 2-flüor-2desoxi-D-manose mostraram-se poten­
tes inibidores da atividade biológica de glico-proteínas de 
cápsulas virais (Sehmidt et al, 1975).
Os derivados como o meti1-6-D-glucopiranosídeo, 3-0- roe- 
til-D-glucose e o 2-desoxi-D-glucose inibem © transporte dé' D- 
galactose atravéz das paredes serosa e mucosa de íleum de coe­
lho (Helmann e Naftalin, 1975), 0 derivado 3-0-3H-metil-D-glu- 
cose mostrou-se ainda excelente rastreador ísotopico nos estu-
2 ’f- 'z 4*- w .
3os sobre o efeito do Ca e . Mg"" na absorção de. hexoses e de 
aridina por fibroblastos (Bowen-Pope s Rubin* 1977). Por outro 
lado o metil-B-D-galactosxdeo foi usado por Robbins e Rotmann 
(1974) em estudos genéticos sobre o transporte ativo envolven- 
5o a metil-D-galactose permeasa de E. coli. Ainda na série do 
ierivados da D-gàlactose, três compostos <metil~B~D~thiogala - 
rtopitanosideo CTMG); isopropil-l-thio-B-D-galactopiranosídeo 
(IPTG); O-nitrofenil-l-thio-8-D-galactopiranosídeo CT0NPG5 :
Ainda na década passada foi desenvolvida uma série de 
inibidores enzimãtieos que tinham a capacidade de alquilar de-
ram utilizados por Hogness, Cohn e Monod, 1955 como indutores 
Em presença destes compostos as células de E, coli respondem 
com a formação de 8-D-galaotosidase e com os resultados obti­
dos os autores anunciaram a teoria da regulação da função ge­
nética bacteriana, Estes compostos, além de serem potentes in 
dutores da produção de 6-D-ga.laetosidase são ainda utilizados 
de outras maneiras : como no caso de derivado IPXG, que é um 
indicador quantitativo do repressor do gem Lac (Gilbert e 
Bill, 1966). Ja o derivado TONPG inibe o .crescimento de célu­
las de E. coli Lac constitutivas, enquanto a Lac permease es­
ta ativa (Muller-Hill et al, 1968), 0 derivado TMG além de 
ter várias outras aplicações em estudos genéticos, (Prostidge 
e Pardee, 1965) é muito utilizado nas investigações de trans­
porte de pequenas moléculas,principalmente cãtions em varios 
microorganismos (Tokuda e Kaback,. 19 77 Tsuchiya et al, 1977).
Num extensivo estudo sobre açucares furanosxdicos e 
suas hidrazonas acetiladas Fuska'et al, 1974, investigaram o 
efeito de 40 destes derivados sobre a incorporação de precur­
sores da síntese de proteínas e de ácidos nucleicos em células 
de carcinoma de Ascite de Ehrlich (EAC). Dentre todos os de­
rivados investigados, o mais efetivo foi o tri-O-acetil-D-eri 
trose-p-NPH, que mesmo em concentrações baixas (100 ug/ml) di 
minuiu significativamente a incorporação de adenina,timidina, 
uridina e 1-valina. Esta substancia, em concentrações de 3,6 
a 10 ug/ml reprimiu a proliferação das células de carcinoma. 
Outras substâncias testadas, como o tri~Q~acetil -D- trease- 
pNPH; tetra-0~acetil-D-arabinose-2,4-DNPH e penta-0- 'acetil- 
galactose-pNPH também inibiram, embora em menor intensidade a 
sintese de proteínas e de ácidos nucleicos em células de EAC,
Muito pouco tem sido .investigado sobre a ação de deriva
dos de açucares no mecanismo funcional da respiração e fos-
forilação oxidativa, assim como no transporte em membrana mi­
" . S
tocondrial. Somente açucares nao substituídos tem sido utili­
zados ,. como é o caso da sacarose e. do manitol, para manter ape 
nas a isotonicidade e proteção da membrana mitocondrial. Con­
tudo, Massare e Azzone, 1972 utilizaram sacarose, D- glucose,
.L-arabinose, eritritol e glicerol, que apresentam raios mo-,
V - ' . /
Fleculares decrescentes, respectivamente, para avaliarem o
raio equivalente da porosidade dammembrana interna mitocon- 
drial.
Em vista do exposto , se conclue que a aplicação dos de­
rivados de açucares em sistemas biologicos é muito recente e 
a maioria dos trabalhos relatados» embora referidos a siste­
mas não mitocondriais» demonstram, uma grande potencialidade 
de emprego nos vários campos de investigação da bioquímica e 
da farmacologia. Deste modo este trabalho visa estudar a pro­
vável ação destes derivados era sistemas mitocondriais.
Com esta finalidade 18 compostos foram sintetizados' a 
partir de monossacáíadeos (hexoses e pentoses)» incluindo de­
rivados halogenados, acetilados, isopropilidenicos» benzila­
dos, benzoilados e tosilados a fim de serem -testados sobre a 
fosforilação oxidativa.
MATERIAL E MÉTODOS
1? PARTE - SÍNTESE
1:1 ~ Metodologia Geral
Os pontos de fusio foram determinados em um sistema de 
placa aquecida tipo Kofler, sem correção de temperatura. Ás 
rotações õpticas foram determinadas a = 259C em um polaríme- 
tro Perkin^Elraer modelo 141, Os espectros de ^H-NMR-60 MHZ fo 
ram realizados em um espectrômetro Jeol modelo JNM - P.M.X.-
60 a temperatura de 259C. A monitorização de cada reação foi 
feita por cromatografia em camada delgada COC.D.) utilizar)” 
do-se placas de silica-gel (E .Merck-Darmst ad-Alemaríha) segun­
do Stahlj a visualização foi feita com pulverização das pla­
cas com acido•sulfurieo-metanol (5:95) e aquecimento até 
2Q09C. Os espectros -de massa foram obtidos em um espectrome- 
tro de massa de dupla focalização Jeol, modelo JMS-D100, aco­
plado a um cromatografo de gas Jeol, modelo JGS-20K. As ener­
gias de ionização - para todas as amostras foi de 30 eV (300 
uA). A câmara de ionização foi aquecida a 16090. Para a ana­
lise das amostras sõlidas, estas foram introduzidas diretamen 
te na câmara de ionização e foram aquecidas de acordo com as 
respectivas temperaturas de maior volatizaçio. As soluções 
dás reações de síntese foram concentradas.sob pressão reduzi­
da com temperatura controlada (-3090, A destilação molecu­
lar, sob alto -vãcuo, foi realizada em equipamento Konte, mo­
delo semi-micro.
V
1:2 - Síntese dos açucares substituídos
1 :2 : 1  - Obtengao de 1,2, h,&-di-Q-isopropilideno-«-D-g;lucofu ~
ranose (I)
£ i >2-0-isopropilideno-«-D-g1ucofur anose (II)
Esses derivados foram, preparados de acordo com o raêtodo 
descrito por Stevens, 1972, com ligeiras modificações.
A 2 litros de acetona anidra (preparada pelo tratamento 
com cloreto de Cálcio fundido seguido de destilação) foi adi­
cionado acido sulfúrico (80 ml d = 1,8*0 lentamente e. sob | 
agitação constante, mantendo-se a temperatura a 59C. A sola- j 
çSo assim obtida foi adicionada D-glucose monohidrato (100 g) I 
lentamente, seguida de agitação constante, durante 10 horas S |
temperatura ambiente. Fui utilizada D-glucose monohidrato em f 
* , . i
virtude de baixo rendimento produzido quando se utilizou D- \
glucose anidra, como indicado na técnica original. 0 maior j 
rendimento da reação deve-se, provavelmente, ã grande solubi­
lidade do monoidrato era acetona. Este foi preparado por cris­
talizações sucessivas de D-glucose em etanol a 70% (Hudson e
Dale 194-6). Em sequência, foi adicionada ã solução cetoniea, 
hidróxido de sódio (120 g/100 ml de agua), lentamente, não 
permitindo ã temperatura ultrapassar 2Ü9C. Apos a neutraliza­
ção, os sais que precipitaram foram removidos por filtraçac 
(Funil de Buchener) e o resíduo foi lavado varias vezes com 
acetona e os filtrados foram reunidos,- A solução foi então 
tratada, com. hidróxido de amónia para neutralizar os traços de 
acido remanescente, A solução foi concentrada sob vacuo e ao 
concentrado, que solidifica rapidamente, foi. adicionada ãgua 
|destilada (700-'ml). A solução aquosa fox extraída com cloro- 
<f ormio (3 vezes). A fração cloroformica foi tratada com suJ™ 
fato cie sódio e o filtrado foi ca vaporado sob pressão reduzi d* j? 
ate formar um xarope denso o qual cristaliza expontaneamente
0 composto 1 foi obtido por cristalizações em cielohexano 
em uma mistura de benzeno eter de oetróleo (1:9 v/v) aT)TP«f>n-
* í f 2 5 A
tando um rendimento de 40 g com P.f. 1099C e !« •! ~ 1 ? 59 fj,
compostos1,0 clorofórmio)^ Bell, 1947 obteve para o mesmo 
P.F. 119C e ”11 (clorofórmio).
A fraçio aquosa foi concentrada (evaporador rotativo) 
obtendo-se um resíduo, o qual cristalizado em acetato de eti- 
la produziu um rendimento de 24 g do composto II com ponto de
fusão de 1559C e [*£ - V b b  S c hm x dt 9 19 72 oh t e v e va. 1 or e s s e ~
jn -129 (âgua)-)» A reaçaomelhantes (P.F. 16 0 9C e 
tra-se resumida no esquema (1),
encon-
Wtf >€
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Esquema 1
A analise por espectrometria de massa do composto I de­
monstrou uma serie de picos primários e secundários (m/e 245­
187 - 159 - 127 - 101 - 85 ~ 69 - 59 - 43) os quais concordam
com a estrutura proposta para o composto» Da mesma maneira pa
ra o composto II (m/e - 205 - 159 - 145 - 127 - 113 - 101 - |
85 - 59 - 43). Conforme mecanismo de fragmentação proposto 
por Bíemann et al, 1963«
. A análise de H-RNH está em concordância com. a. estrutura
proposta para o composto I; clorofórmio-D; 5,95 (1 .K, d,
, , 4 Hz, H-l); 4,0 - 4,60 C6H, m, H 2,3,4,5,6); 3,20 (1 H,
d,"J 4 Hz, H-OH 3); 1,30 - 1,60 (12 H, m, H CH, - isopropili-
denos), E para o composto II; DgO : 6,50 (1 H, d, J1
Hz, H-l); 4,20 - 4,80 (9 H, 
(2S, H-CH ^ ' isopropi lideno).
m . H-2,3,4,5,6); 1,80 - 2,00 (6H,
hexofuranos-3-ulose. CIII)
2:2 - Preparação de 1 , ' i'} :jJ  ppropxlideno-<*-D-ribe -
0 composto III foi preparado como descrito por Stevens,
1972,
A uma mistura de anidrido acético (10 0 ml) e Dimet.il- 
sulfôxido a 97% (400 ml), foram adicionadas 50 g de 1 92:5,6- 
Di-0-isopropilideno-«-D-glucofuranose (I) em um balio de fun­
do redondo de 1000 ml e aquecido em banho maria a 709C du­
rante uma hora. A solução foi mantida ã temperatura ambiente 
durante 12 horas e então concentrada sob vácuo (em evaporador. 
rotativo) a 909C. 0 xarope impuro assim produzido foi subme­
tido a fracionamento por destilação a vácuo (0,01 Torr.) sen­
do que a fração principal foi coletada entre 104 e 1139C (com 
posto III, 42 g). Parte do composto III (forma hidratada) foi 
recristalizada em éter etílico: éter de petrõleo (1:1 v/v),
Os cristais foram separados por filtração e secos ao ar, apre
r 12 tr „ ~
sentando P.F. 1039C @ +*+19 íc 1,0 cloroformio) .Valores í
de P.F. 111-112?C e |« Jn +449 (Becker et al, 1972) e de P.f .-
108-1109C e ]D +40,29 (Thean-der, 1964), foram obtidos paraf
este composto. 0 esquema (2) resume a etapa principal da rea-;
çio.
6 M i  O;
Esquema
11
r       ^I ' i
f 1:2:3 - Preparação de 1,2:5,6-Di~0-jsopropilideno-«~D-a.wf< ~^
1
ranose (IV)
Este composto foi preparado como descrito por Stevens,
1372.
0 Composto III (1,2:5,6~Di“0~isopropilideno“*-D~ribO-he 
xofuranos-3-ulose), HO g, foi dissolvido em 300 ml de etanol 
(35% v/v) e a solução foi resfriada a 09C.Borohidreto de so™ 
dio (3,0g) foi adicionado sob agitação constante (em capela). 
Apôs 10 minutos a solução foi levada ã temperatura ambiente, 
assim permánescendo por mais uma hora. Completada a redução, 
a mistura foi concentrada a vicuo. Ao resíduo adicionou- se 
água destilada e a mistura foi extraída com clorofórmio. A 
fração clorofõrmica foi tratada com ãgua destilada (três ve­
zes) . Os resíduos de ãgua da fração clorofõrmica foram removi 
dos com sulfato de sôdio anidro e a solução foi concentrada, a 
vãeuo. 0 xarope formado cristalizou expontaneamente a tempera 
türa ambiente. 0 composto IV recristalizado em ciclo-hexano 
apresentou valores de P.F. 759C e j « |^ +3 89 Cc 1,0 clorofór­
mio). Becker et al, 1372 apresentou resultados semelhante 
(P.F. 75-769C e j +389). Um resumo da reaçao pode ser vis­
to no esquema (3).
Esquema. 3
A analise por» espectrometria de reassa do composto IV ' 
apresentou uma serie de picos primários e secundários (re/e ~ 
245 - 187 - 159 - 127 - 101 - 85 - 69 - 59 - 43 os quais es­
tão em concordância com a estrutura proposta para o composto,
A análise de H-RNM também resultou concordante com a 
estrutura proposta para o composto IV ~ clorofõrmio-d-6 5,73 
(IH - d, J x 2 4 Hz)\ 3,75 - 4,60 (6 H, m, H-2,3,4,5,6); 2,70 
(1H, d, J 8 *Hz, H-0H3); 1 ,30 - 1,60 (12 H, m, H-CHg-isopropi
lidenos).
0 composto V foi preparado segundo a técnica de Mofti etj 
al5 1971. I
Uma solução de 1,2:5,6-Di-0-isopropilideno-«-D-alofurano I 
* . , " * - “ i
se (20 g) em metanol/H9S0,( a 7% (1:1 v/v) foi mantida a tempe j 
ratura ambiente e sob agitação constante, durante 10 horas. Ajj 
reação foi monitorada por TLC (solvente, berizenoietanol 9 :1 f 
v/v) ate o desaparecimento do composto original. Em seguida aí
mistura foi neutralizada com carbonato de bãrio e o filtradoj
foi concentrado, seguido de tratamentos sucessivos com benze-|■ |
no e evaporações para eliminar resíduos de agua. Obteve- sej 
15,5 g do composto V que cristalizado em acetato de etila proi 
duziu cristais com P.P. 117-1219C e [“jp +29,69. A reação| 
encontra-se resumida no esquema (4). |
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Esquema 4
A analise por -espectrometria de massa do composto V
demonstrou uma serie de picos primários e - secundários (ra/e - 
205 - 159 - 145 - 127 - 101 - 85 - 69 - 59 - 43) os quais es­
tão em concordância com a estrutura- proposta para o composto, 
conforme Biemann, K. et al 1963.
A analise de H-NMR também resultou concordante com a
estrutura proposta para o composto V - Cloroformio-d:- 6 6,30 
(1H, d, J-j 2 ^ H-l) ; 4,20 - 4 ,60 (9 H, m, H-2,3 ,4 ,5 ,6 ) ; -
- 2,10 (6H, 2 s, H-CHq-isopropilideno). ,
1:2:5 - Preparaçao de 1,2-0-isopropilideno-<*-D-ribo.furanos
(VI)
Este composto foi sintetizado de acordo com o método de 
Foster et al, 1967.
A uma solução de 1,2“0*-isopropilideno-<=-D~ alofuranose 
(V), 14 g, bicarbonato de sõdio, 4,3 g, era ãgua, 110 ml, fo­
ram adicionadas 17 g de metaperiodato de sodio (era pequenas 
porções), sob agitação constante, durante uma hora. ApÕs a
adição de excesso de solução saturada de cloreto de bãrio e 
carbonato de bãrio, a solução foi filtrada e tratada com boro 
hidreto de sõdio (21 g ). Apôs 1 h de agitação, a mistura foi 
extraída com clorofórmio. 0 extrato clorofõrmico foi tratado 
com sulfato de sõdio anidro e concentrado sob vãcuo. Apos tra 
tamentos sucessivos com benzeno e evaporação, obteve-se um xa 
rope residual (composto VI) o qual foi utilizado na reação 
subsequente.. Uma pequena parte foi cristalizada em benzeno: 
éter de. petrõleo (1:i v/v) obtendo-se P.F. .132 - 1359C. A 
reaçao foi resumida no esquema (5).
HOCH&
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D-ribofuranose (VII)
1:2:6 " Preparação do 3,5-Di-Q-ben:zil-l,2-0-isopropilideno-
0 composto VII foi preparado de acordo com o método des| 
crito por Ritzman et al, 1975. \
* „* ' i
A uma mistura de cloreto de benzila (67 ml) e hidroxidol
- . . ' S
de sodio pulverizado (13,5 g), mantida a 809C, sob constantef
agitação, foram adicionadas 8 g de 1,2-0-isopropilideno-«-D 
ribofuranose. Os reagentes foram mantidos nessas condições po| 
duas horas, A mistura de reação foi então resfriada ate a temi 
peratura ambiente e éter etílico (200 ml) foi adicionado. ir 
mistura etérea foi lavada com ãgua destilada varias vezes e e j 
fração orgânica foi' separada por decantação seguida por tra-J 
tamento com sulfato de sõdio anidro. 0 filtrado foi evaporado| 
a vãcuo ati a obtenção de um xarope o qual submetido a desti-j 
laçào fracionada a vãcuo (0,02 torr.). A fração principal foi 
destilada a 175-1909C produzindo um xarope que não cristali­
zou (composto VII). 0 esquema (6) mostra um resumo da reação 
descrita.
Esquema
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Obtenção do metil-3,5-Di-O-benzil-D-ribofuranosídeo
(VIII) .
0 composto VIII foi preparado de acordo com o método de 
Ritzmann et al, 1975.
Foram dissolvidas 10 g de 3 ,5-Di-O-benzil-l,2-0-isopropi 
lideno-«-D-ribofuranose (VII) em metanol anidro (110 ml) con­
tendo 1 gota de ácido sulfúrico. A solução foi aquecida sob 
refluxo durante 3 horas; por TLC (benzeno acetato de etila - 
9:1 v/v), verificou-se eompleto desaparecimento do material 
inicial.. Apos resfriamento ã temperatura ambiente, a solução 
foi neutralizada com bicarbonato de sodio, evaporado e o re­
síduo redissolvido em éter etílico (110 ml). 0 material inso­
lúvel foi eliminado por filtração. Apôs evaporação de eter 
obteve-se o metil 3,5-Di-O-benzil-D-ribofuranosídeo cromato - 
graficamente homogenio. Por destilação fracionada do xarope, 
a vácuo (0,02 - 0,01 torr.), foi obtida uma fração ( [« +
14,89; 9 g) que destilou a 180-2Q09C, correspondente ao compos 
to VIII.
O - C  M E2 
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Esquema 7 |
A análise por espectrometria de massa do composto VIII S
evidenciou uma série de picos primários e secundários (m/e - j
162 - 91) que concordam com a estrutura proposta para o com­
posto.
A análise por H-RNH produziu dados que estão de acordo
V
17
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1:2:8 - Obtenção do metil 3,S-Di~Q-benzil~2-cloro-2-desoxi-
D-arabinofuranosídeo (IX)
Ritzmann et al, 1975.
8 g de metil 3,5-Di-O-benzil-D-ribofuranosídeo (VIII) 
foram dissolvidos numa mistura de acetonitrilo (40 ml) e te­
tracloreto de carbono (8 ml), os quais foram previamente tra-J 
tados com molecular Sieve 4A. Em seguida trifenilfosfina (16| 
g) foi adicionada e após a reação exotermica inicial ter ter­
minado , 11 ml de solvente foi eliminado por destilação. A mi£ 
tura foi então colocada em aquecimento sob refluxo durante 
dois dias (48 h). Durante esse tempo a solução tornou-se escu 
ra. Apos resfriamento da solução, ã temperatura ambiente, fo­
ram adicionados metanol (16 ml) e uma mistura de ãgua-acetona 
3:2 v/v (160 ml). A solução foi então extraída, em funil de 
separação, com éter de petróleo (P.E. 30-6Cf) 3 vezes. Os
filtrados foram reunidos e tratados com sulfato de sódio e 
evaporados a vãcuo. Durante a evaporação do solvente o óxido 
de trifenil fosfina cristalizou e seus cristais,sendo insolú­
veis numa mistura de éter de petróleo: éter etílico (1:1 v/v) 
foram assim removidos por filtração. 0 composto IX (4,88 g) 
obtido cromatograficamente homogêneo por fracionamento em co- j 
luna de sílica gel (160 g) eluida com uma mistura de benzeno: J
acetato de etila 20:1 v/v). 0 composto IX,assim obtido, teve 
f 125 ^
1.« Jp +469 (c 1,0 cloroformio). 0 esquema (8) apresenta um re­
sumo da reação acima descrita.
Este composto foi obtido de acordo com o método de
82-0 OH I - _ o ç p h
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A analise por espeotroscopia de massa do composto IX 
forneceu os seguintes picos primários e secundários (m/e-223- 
150 - 149 - 92 - 91 - 76 - 57 ~ 43 - 41) os quais estão em 
concordância com a estrutura proposta para o composto.
A 'analise por H-RNM produziu uíif-.espectro concordante 
com a estrutura proposta para o, • composto IX - cloroformio -d- 
6. 7,30 (10H, s, H-benzil); 4 , 9 1 (1H, s, H-l); 4,0 - 4,8 (7H,
m, H-2,3,4 e C H ^  benzil); 3,6 (2H9 d, £. 4 Hz, H-5); .3,30
(3H, s, H-O-CHg), conforme Ritzmann et al 1975.
lueno-sulfonil-^-D-alofuranose (X)
1:2:9 ~ Preparação do 1,2:5,6-Di-0-isopropilideno-3-0-p-to-
0 composto X foi obtido pelo método descrito por Foster 
et al, 1967.
0 1,2:5 ,6-Di-0-isopropilideno-«-D-alofuranose (40) g 
foi dissolvido em piridina anidra, a qual foi obtida por tra 
tamento da piridina comercial com hidroxido de cãlcio, se­
guido de destilação coletada sobre molecular Sieve 4A. A mis­
tura de reação, após 21 h â temperatura ambiente, ãgua gela­
da (0-29C), 50 ml, foi -adicionada ã solução. Após 15 minu­
tos, ã mistura foram adicionados mais 3 litros de ãgua gela­
da, sob agitação. Um resíduo amorfo e branco foi obtido. 0 
precipitado foi separado por filtração e lavado varias vezes 
com ãgua destilada. 0 resíduo foi seco ao ar e cristalizado 
numa mistura de etanol: hexano (1:1 v/v). Os cristais finos e 
alongados do composto X (45,0 g ) apresentaram P.F. 119-12Q9C 
e. « ^ + 889 (c 1,0 clorofórmio). Foster et al, 1967, obteveD 
'es
senta um resumo da reação.
valore  de P.F. 120-1219C e « D +879. 0 esquema (9) apre-
Cf- f OS 11
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Esquema
I A anãlise por espectrometria de massa do composto XI
!" forneceu os seguintes picos primários e secundãrios (m/e-155 j -113 - 101 - 91), concordantes com a estrutura proposta parai 
jo composto, segundo o mecanismo de fragmentação de Kochete- 
kov e Chizhov, 1966.
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A analise por H-RNM produziu um espectro concordante) 
com a estrutura proposta para o composto,X - clorofõrmio-d: 
7,30 - 7,80 (4B, 2 d, J 8 Hz, H-tosil); 5,60 (1H, d, J1 2 4
Hz, H-l); 3,62 ~ 4,60 Í6H, m, H-2,3,4,5); 2,40 (3H, s,'*’* CH, 
tosil) ; 1,25 - 1,45 (12H, m, sopropilidenos) .
1:2:10 " Preparação do 1,2;5 ,6-Pi-0-isopropilicleno-3-fluor-3-
desoxi~«~D-gIucofuranose (XI)
0 composto XI foi preparado segundo o método descritoj 
por Reichymann etal, 1975. I
A uma mistura de acetamida anidra (220 g) e fluoreto) 
de potássio anidro (40 g), fundida a 809C, adicionou-se 1,2;| 
5,6-Di-0-isopropilideno-3-0-p~toluenosulfonil-«”D-alofuranose| 
(25 g) quando então a temperatura foi elevada a 2109C. A rea­
ção foi monitorada por TLC (benzeno:metanol 9:1. v/v) durante 
4 horas. Mesmo durante ,esse tempo não houve completo desapare 
cimento de mancha cromatografica do produto inicial. A mistu­
ra foi entio resfriada até 90.9C e adicionada a uma solução sa 
turada de bicarbonato de sódio (380 ml). 0 produto insolúvel, 
foi separado por filtração. 0 resíduo e o filtrado foram ex­
traídos com eter etílico (3 vezes). Os extratos foram reuni­
dos, lavados com água destilada, tratados com. sulfato de sõ~ f 
dio e foram concentrados sob baixa pressão ate um xarope. Oj 
concentrado foi cromatografado em coluna de sílica gel sendo | 
eluido com uma mistura de benzeno éter, .9:1 v/v. Do eluato, | 
após concentração sob baixa pressão,foi obtido o composto XI|
como um xarope amarelo esverdeado (7,2 g) que não cristalizou.!
r "12 5 „ ' «. , - I
Obteve-se o valor de, *"209 que e muito proxxmo ao valor v
obtido por Reichymann et al, 197 5 (EK j-Q “219). 0 esquema (10);
apresenta um resumo da reação. \
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1:2:11 - Preparação de 3-desoxi-3-fluor-l,2-0-
*«-D-glucofuranose (XII)
Para esta preparação foi utilizado o método descrito 
por Raichymann et al, 1975.
Uma solução de 3-desoxi~3-fluor-l,2 : 5 , 6-Di-Q-isopropiljL 
deno~«“D-glucofuranose (6 g) em metanol/ãcido sulfurico a 7% 
aq. (1:1 v/v), 62 ml, foi agitada ã temperatura ambiente.Apos 
o desaparecimento do material inicial ( a p r o x 10 h, quando mo 
nitorado por TLC com berizeno:etanol, 9:1 v/v) a mistura foi 
neutralizada com carbonato de bário e filtrada. 0 filtrado foi 
concentrado a um xarope seco pela adição e evaporação conse­
cutiva de benzeno. 0 resíduo (4,3 g) foi cromatografado em 
coluna de silica gel tendo como eluente uma mistura de benze­
no: etanol 9:1 v/v. 0 xarope obtido pela evaporação do solven­
te foi utilizado na reação subsequente, sem maiores purifica­
ções . 0 esquema 11 resume as principais etapas da reação.
Esquema 11
prop ilide no-«-D-g iuco furano se (XIII)
1:2:12 - Obtenção de 6-0-benzoil-3~desoxi-3-fluor-1,2-Q-isc
0 composto XIII foi preparado seguindo-se o método des­
crito por Reichymann et al, 19751
Ã solução de 3-desoxi-3~fluor~l,2-Q-isopropilideno-«D - 
glucofuranose (1,5 g) em piridina anidra (30 ml) foi adicio­
nada, gota a gota, uma solução de cloreto de benzoila (0,85 
g) em dicloro metano (6 ml). Durante todo o processo de rea­
ção (4 h) a temperatura foi mantida a. -159C. Após a elimina - 
ção dos solventes, o residuo foi redissolvido em clorofórmio| 
(15 ml). A solução clorofórmica foi então lavada com bicarbo-f 
nato de sódio (sol. sat.), ãgua destilada, tratada com sulfa-| 
to de sódio anidro e evaporada ate a um xarope claro que eris 
taliza expontaneamente. Por recristalização em etanol a Ó-29C 
obteve-se cristais longos do composto (XIII) com P.F. 133-134
f 1
e 1« -7,89 (c 0,5 cloroformio), sendo estes dados concor
dantes com os de Reichymann et al, 1975 (P.F. 132-1339G e 
(«Jd “7,8 (clorofórmio). 0 esquema (12) resume as etapas prin 
cipais da reação.
I Esquema 12 .
1 - . •
| A analise por espectrometria de massa resultou nos se-
jguintes picos primários e secundários: m/e - 105 - 77 - 59 -
|43, os quais estão de acordo com a estrutura proposta para o 
‘composto XIII.
1:2:13 - Obtenção do benzil-g-D-arabinofuranosídeo (XIV).
0 composto XIV foi obtido segundo o metodo de Bailou.
1958
Uma mistura de D-arabinose (15 g) em álcool benzilico 
(75 ml) ã temperatura de 0-29C, foi saturada com acido clorí­
drico (gãs anidro) por borbulhamento durante 20 minutos. 0 
acido clorídrico (gãs anidro) foi gerado, gotejando-se ácido 
sulfurico (d = 1,84) sobre cloreto de cálcio anidro em um. 
pequeno aparelho de Kipp e fazendo-o atravessar um recipiente 
contendo ãcido sulfurico (d = 1,84) para retenção de vapores 
de ãgua. A mistura de reação foi agitada mecanicamente duran­
te 10 h à temperatura ambiente, em sistema fechado. Em segui­
da, éter etílico foi adicionado a mistura reagente, lentamen­
te e com constante agitação. A mistura eterea foi mantida a 
59C durante 4 h para completa cristalização. Os cristais fo­
ram coletados por filtraçao da mistura resfriada a Q-29C, la­
vados com eter e secos ao ar. 0 rendimento foi de 21g. A re~ 
cristalização foi efetivada em etanol absoluto, dando o com­
posto XIV com P.F. 1679C cujo valor e semelhante aquele des­
crito por Balleu 1958. 0 esquema (13) resume a etapa princi­
pal- da reação.
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Esquema . 13
A analise por espectrometria de massa do composto XlVj 
forneceu um espectro cujos picos primários e secundários fo­
ram (m/e - 153 - 149 - 131 - 103 - 32 - 31 - 77 - 61 - 57 «
43) os quais estão de acordo com a estrutura proposta para c 
omposto. ■
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1:2: 14 Lâ2 Û2. Benzil 3,4-0-isopropilideno-ß-D-arabi- 
nopiranpsídeo (XV)
Este composto :oj obtido ígundo o método de Bailou,
1958 .
Uma mistura de benzil~8-D~arabininopiranosxdeo (15 g)s 
acetona anidra (750 ml), sulfato de cobre anidro (45 g) e
ácido sulfurico (0,75 ml), foi agitada durante 18 horas. Gás 
de amónia foi então borbulhado na mistura ate neutralização.0 
material solido formado foi eliminado por filtração e o fil - 
trado foi concentrado a um. xarope, o qual foi redissolvido em 
150 mi de éter etílico; o arabinosxdeo que não reagiu (inso­
lúvel) foi separado por filtração.-0 filtrado foi evaporado 
atê um xarope,© qual foi destilado sob baixa pressão (0,01 
Torr. ). Uma fração foi coletada entre 135-1409C (10 
posto XV). A reação foi resumida no esquema (14),
com-
ACETONA JiL
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Esquema 14
-B-D-arabinofuranosideo (XVI)
1 :2:15 - Preparação do benzil-2-0-tosil-3„^-Q-isopropilideno-
A tosilação roi realizada por metodo convencional (Kent 
et al 19 5 3; Levene e Stiller, 1933} como descrito abaixo,
■ A uma solução de■benzil-3*4~0-isopropilideno-3-D-arabi- 
nosídeo (10,0 g) em piridina anidra (20 ml) foi adicionado 
cloreto de p-tolueno sulfonila (8,8 g ; 1,3 equivalentes). A 
mistura foi deixada a 379C durante aproximadamente 12 horas. 
Ãgua destilada (0-290, 10 ml, foi adicionada a mistura de 
reação e apõs 15 minuto,s foram adicionados mais 300 ml de 
ãgua (6-29C), e subsequente extração com clorofórmio. 0 ex-J 
trato cloroformico foi lavado cora solução diluida eirm acido! 
clorídrico, ãgua destilada, tratado com sulfato de sodio ani-I 
dro, filtrado e evaporado ate a um xarope que solidificou len-j 
tamente. 0 composto XVI foi desta forma utilizad© na reação|
* i
subsequente. 0 esquema (15) resume a etapa principal da rea-
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1:2:16 - Preparação do■benzil-2-Q-tosil-g-arabinosideo (XVIII
A obtenção do composto XVII foi feita seguindo-se a|
orientação dada pelo trabalho de Cohem e Bergman» 1964.
Uma mistura de benzil-2-Q-tosil-3,4~0~isopropilideno~8- 
D-arabinosídeo (8 g) e ácido acético 60% (50 ml) foi subme­
tida a aquecimento sob refluxo por 16 horas. Findo este pra­
zo, a solução foi adicionada a 350 ml de água gelada e agita­
da com um bastão de vidro por alguns minutos. 0 precipitado 
branco formado foi separado por filtração. Após ser lavado! 
várias vezes com água gelada, o composto XVII foi recristali-] 
zado em benzeno:eter de" petróleo (3:1 v/v) produzindo cris-j 
tais longos com P.F. 123-1269C e [ « ”1129 (c 0,5 clorofor-1 
mio). Estes dados concordam com os de Cohem e Bergman, 1964 . j 
(P.F. 126 e "109). 0 resumo da reação pode ser visto no
esquema (16).
m i •AC4CETICO 60% .osz
Esquema 16
1:2:1? - Preparação de 6~tetracetl.l-L-arabl.nose (XVIII).
Este composto foi preparado de acordo com o método de 
Hudson e Dale » 1946.
A uma solução contendo acetato de sódio anidro (5 g) e 
anidrido acético (40 ml), previamente aquecida ate a ebulição 
foram adicionadas gradualmente,10 g de L-arabinose (seca sob
pentôxido de fósforo) sob agitação constante. 0 sistema de 
reação permaneceu sob aquecimento por mais 1 hora. Após res­
friamento a temperatura ambiente» a solução foi adicionada a 
800 ml de ãgua destilada (G-29C). 0 sobrenadante ãcído foi 
eliminado por decantação e o xarope residual» após ser lavado 
com ãgua,foi dissolvido em etanol absoluto (20 ml)» descolori 
do com carvão ativo e filtrado em 'celite. A cristalização do 
composto XVIII (2,5 g) ocorreu lentamente, durante aproximada 
mente um mês. 0s cristais foram coletados porp _ filtração. e
secos ao ar» dando valores de P.F. 969C e 
dando com os dados de Hudson e Dale 
+419. A reação foi resumida no esquema (17).
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Esquema 17
A analise por espectrometria de massa do composto XVIII 
forneceu um espectro cujos picos primários e secundários fo­
ram (m/e - 170 - 157 - 145 - 139 - 129 - 115 - 103 - 97
86 - 63 - 68 - 43) os quais estão em concordância com a estru 
tura do composto, conforme Biemann et al, 1962 e com o meca - 
nismo de fragmentação proposto por Lonngren e Suensson, 1973.
1:2:18 - Preparação de Penta-O-acetil-g-D-galactopiranose
CXIX)
No processo de acetilaçio foram utilizados 6 g de ace­
tato de sodio e 50 ml de anidrido acético.para cada 10 g de 
galactose anidra, de acordo com o método descrito por Hudson 
e Dale 1946 ; Wolform e Tompson, 1972 . Â solução, apos esfria­
mento a temperatura ambiente, foi adicionada água (0-29), 400 
ml, sendo o sobrenadante eliminado por decantação e o resíduo 
obtido lavado 3 vezes com agua (0-29C). 0 xarope residual foi 
dissolvido em etanol, descolorido com. carvão ativo e filtrado 
em celite. Á solução foi deixada em repouso, onde a cristali­
zação se processou lentamente» Os cristais do composto XIX 
foram separados por filtração e deixados secar ao ar. Os va­
lores dè P.F. 1399-1439C e « ^ +259 estão de acordo
Hudson e Dale 1946 (P.F. 1429 e « p  +259). A reação 
resumida no esquema (18).
com
foi
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Esquema 18
A analise por espectrometria de massa resultou num es- •
pectro cujos picos primários e secundários estão de acordo |
com a estrutura do composto XIX (m/e - 242 - 200 - 158 - 157 \
145 - 140 - 126 - 116 - 115 - 103 - 98 - 81 - 73 - 43), eon- j
forme Riemann et al. 1963 .
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A analise por H-RNM fornecera um espectro para o compos­
to XVIII que.' esta de acordo com a estrutura proposta para o 
mesmo. Clorofórmio-d: § 5,60 C1H, d, 0 6,0 Hz, K-l) 5,25 
( 2H, d j 6,0 Hz, H-5); 3,80 -tf,Q C3H, m, H-2,3,«*); 2,05
- 2,15  C12HÍ 2d, J  1,0, H -  CH„ - a c e t i l ) .
1:2:19 - Preparação do me t i1-4-cloro-4-de soxi-6 - L - ar ab in op i - |
ranosídeo C XX)
, Este composto foi obtido seguindo-se o método de Jenninj
gs e Jones, 1962. |
' D-xilose (10 g), seca sob pentõxido de fósforo, foif
parcialmente dissolvida em uma mistura de piridina anidra 
(40 ml) e clorofórmio (100 ml), seco com sulfato de sódio 
anidro. A mistura heterogênea foi resfriada a-7G9C (banho de 
gelo seco e acetona) e um excesso de cloreto de sulforila! 
(S0oClo), bidestilado, í 21 ml) foi adicionado, gota a gota,f 
sob agitação constante..A reação foi ainda mantida por 2-3 h| 
na mesma temperatura. Em seguida a temperatura da reação foi| 
elevada lentamente ã temperatura ambiente (2590) e assim per-| 
maneceu por mais 4 horas. 0 precipitado formado (saís de pi-| 
ridónio) foi eliminado por filtração e a solução clorofórmica| 
foi lavada sucessivamente .com acido sulfurico a 10%, solução f 
saturada de bicarbonato de sódio e agua destilada. A solução f 
final de clorofórmio foi tratada com sulfato de sódio anidro f' I
• . « , ^  ■ I
e o filtrado fox concentrado sob baixa pressão. 0 xarope obtij 
do (5,5 g) foi então dissolvido em metanol anidro (ISO ml) © | 
a solução foi agitada com óxido de prata (10g),. drieri te (
(5 g) e pequenas bolas de vidro, por 24 horas ao abrigo ca! 
luz. Em seguida o resíduo foi eliminado e o filtrado foi de i o ‘ 
nizado e concentrado. 0 xarope contendo enxofre foi dissolvi-, 
do em clorofórmio e extraído com água destilada. A fração'
aquosa foi concentrada a um xarope que cristalizou pare
mente, e que foi recristalizado em acetato de etila. ■ ()'■ j
cristais em forma de agulha apresentaram P.F. 153-15590 o i
a- ‘ +2349 (c 0,5 clorofórmio). Estes dados estão de acordof
D s
com os de Jennings e Jones, 1962 (P.F. 1529 e * ^ +23?f [
(metanol). As etapas principais da reação estio resumida nc I
I
esquema ÍX9). I
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Esquema 13
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1:2:20 - Obtenção de metii 2,3-Di-0-acetil-4-cloro-4-desoxi
-L-arabinopiranosídeo (XXI)
A obtenção do composto XXI foi realizada usando-se o mé­
todo de acetilação em piridina/anidrido acético. Cristais de! 
metil-4-cloro-4-desoxi-0-L-arabinopiranosídeo (500 mg) foram 
dissolvidos em piridina anidra (5 ml) e anidrido aciticoj
(1 ml). A solução foi deixada durante 12 horas ã temperatura!
. . . . . -  I
ambiente. A mistura foi adicionada a 200 ml de agua destilada 
(0-29C) .,0 sobrenadante foi separado por decantação e o xaro- J 
pe obtido (lavado com água destilada 3 vezes) foi dissolvido]
em clorofórmio, descolorido com carvão ativo, tratado com sul 
fato de sódio anidro e evaporado sob baixa pressão ate um
xarope que cristalizou expontanêamente. Os cristais do compos 
to XXI apresentaram P.F. 95-9 89C e tiveram comportamento homo 
gênio em cromatografia gasosa (coluna de 3% de V-225 sobre 
Chrom Q 100-120 mesh) com um tempo de retenção idêntica ao 
Obtido por Murta, 1977. A reação de acetilação seguiu o esque 
ma (2 0 ). ■
A N ID .  A C .
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A analise por Espectrometria de massa do composto XXI 1 
forneceu um espectro com picos primários e secundários (m/e- 
146 - 129 - 104 - 103 - 102 - 74 - 69 - 62 - 61 - 43) que es- 
I tão em concordância com a estrutura proposta para o composto.
A analise por H-RNM forneceu um espectro concordante 
com a estrutura proposta para o composto XXI. Clorofórmio -d:
35
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1:2:21 - Preparação de metil 3 ,‘4,6-triclòro-3 ,9 ,6-tridesoxi
-B-D-alopiranosídeo (XXII)
0 composto XXII foi obtido segundo o método de Jennings 
e Jones, 1962, modificado pelos mesmos autores em 1965.
D-galactose (10 g) (seca sob pentoxido de fósforo) foi 
tratada com cloreto de sulforila (26 ml), piridina 40 ml: e
clorofórmio (100 ml) a -709C. A solução clorofórmica, após 
ser completada a reação, foi neutralizada e concentrada a uni 
xarope (9,5 g). 0 xarope foi dissolvido em metanol anidro e 
a solução foi colocada sob refluxo durante 12 h . 0 produto 
obtido foi declorossulfatado pelo tratamento com uma solução 
metanólica de iodeto de sódio (20 ml) (8 g de iodeto de sódio 
em metanol e ãgua numa relação de 1:1). Houve produção ime­
diata de iodo livre de SO^ (gãs). A solução foi neutralizada 
com carbonato de bãrio, filtrada e concentrada até a formação 
de uma massa semi cristalina que solidificou rapidamente. 0
resíduo foi recristalizado em ãgüa dando cristais de composto
2 5 "  _
XXII com P.F. 1169C e « ^ +1579. Estes dados estão de acor
do com os valores obtidos por Jennings e Jones, 196!
1169 e
( 21) .
D
(P . F .
+1569. A reação encontra-se resumida no esquema
MOCKf
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MATERIAL E MÉTODOS
I
2? PARTE I
Analise dos efeitos das substancias sintetizadas sobr< 
o sistema mitocondrial.
2:1 - Material
Todas as substancias estudadas foram solubi ÍlZciOct& f 
N,'N, Dimetilformamida (Merck) sendo que as soluções for
ajustadas» em suas concentrações» de maneira- a não ultrapa^- ' 
sarem a casa dos 20 microlitros adicionados a cada experimeu- ,
to onde contivesse 1,5 a. 2,0 mg d-e proteína mitocondrial (eu
quantidade proporcionais para outras quantidades de protexm) t
w . | 
Esta margem de concentração foi escolhida por saber-se que 3 ,
N,N, dimetilformamida, ate 25 >il por mg de proteína, não cau- |
sa efeitos colaterais de qualquer espécie. !
2:2 - Reagentes
Os reagentes utilizados mantiveram as seguintes siglas f
 ^ * | 
e procedências: 5
ADP (adenosina 5 Mifosfato); ÁTP (adenosina 5'trifosfa- \ 
to); NADH (nicotinamida adenina dinucleotxdeo, forma reduzi --j: 
da); DCIP (2,6 diclorofenol-indofenol); TMPD (N,N,N*,N V, te- \  
trametil-p-fenilenodiamino); Rt. (Rotenone); Antm. (Antimici-> 
na); Olg, (oligomicina), todos de procedência da Sigma CO«, ^ 
PMS (fenazina metasulfafo); Mann Res. ; EDTA (ácido etilenodi-1 
aminotetracitico); KCN (cianeto de potássio); Az. (azida sõ-
38
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dica), - todos de procedência Merck; DNP (2-,4 dinitro fenol), 
Munchen-Al,. Todas as substancias utilizadas nos experimentos 
foram de mais alto grau de pureza para fins bioquímicos.
2:3 - Métodos
2:3:1 ~ Determinação de proteína
As determinações de proteína foram feitas pelo método 
descrito por &wry et al, 1951 usando-se como padrão a soro- j 
albumina bovina cristalina CSIGMA Co,) sendo as leituras fei­
tas 20 minutos apôs a adição de .reagente de Folin,. no compri­
mento de onda de 700 na, !
■2:3:2 - Isolamento de mitocôndrias para estudos em eletrõdio
de oxigênio ■
As mitocôndrias de fígado de rato foram isoladas pelo l 
jmétodo descrito por Voss et al, 1961 usando o meio de extra- \ 
!ção"manitol-sacarose. Este meio continha: manitol (0,2 M ) ; Sc ] 
carose (0,07 M) \ tris (hi droximeti1-amino-metano) 0,01 MU c ,
EDTA (0,2 nM). 0 pH final, ajustado com HCL 0,1 N foi de 7,4. ;
. i-
Ratos brancos, Wistar, foram sacrificados por decapita •'-  j
;ção e seus fígados imediatamente removidos, lavados e dissecai
dos em meio de extração manitol-sacarose a 0-49 C e homogen1- ‘ 
zados em homogenizador de PotterrElvehjem. A seguir* a suspen- \ 
jsão homogeneizada de tecido, foi centrifugada a 3,000 r.p.m. ) 
por 10 minutos em centrífuga refrigerada (Sorvai Superspeud ,
Imodelo RC2-B) a 090. 0 sobrenadante foi coletado e novamente i£
[centrifugado a 10.000 r.p.m. por 10 minutos. 0 sobrenadante • 
foi descartado e o sedimento fo 
duas vezes, a 8,000 r.o.m. As mi'
  ________
i suspenso e ' centrifugado s 
toeôndrias assim lavadas, fo--
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'ram suspensas no meio de extração em concentração de 30
mg de proteína por mililitro.
u o \
2:3:3 - Isolamento de mitocôndrias para Swelling'controlado e|
.  .  _  . .  _  „  . . . »  ■ _  - j
1
oscilatória mitocondrial I
As mitocôndrias foram preparadas segundo o metodo des­
crito por Packer et al., 1966 utilizando o meio de extração 
contendo Sacarose 0,33 M, EDTA-tris (1,0 mM) e pH 7,5,ajusta­
do com HC1 0,1 N. 0 procedimento geral de' extração obedeceu 
a mesma sequência que no método anterior. A concentração fi­
nal da suspensão de mitocôndrias foi de 15 a 20 mg por milili 
tro. ■
2:3:4 - Obtenção de mitocôndrias rompidas
- .Mitocôndrias intactas, obtidas peio método de Voss et I
• " - I
al., mantidas em meio.de extração sacarose manitol, foram con j 
geladas a -259C por mais de 24 horas e posteriormente descon-j 
geladas ate a temperatura ambiente e então estocadas para o | 
uso"a 090. Estas mitocôndrias apresentaram todos os componen- f 
tes da cadeia respiratória em plena atividade» |
2:3:5 Obtenção de mitocôndrias de coração de boi.
As mitocôndrias de coração de boi foram isoladas segun­
do o método de Grane et al, 1356.
Dois corações de boi foram obtidos logo apõs o abate e 
colocados sob gilo picado para o transporte ao laboratório,Fo 
ram então dissecados , cortados em pequenos pedaços de tecido 
muscular, homogenizados em um liquidificador de alta velocída 
de em meio de Sacarose (0,25 li) K^HPO^ (0,01 M). 0 liquidifi
cador foi operado durante 30-segundos em alta velocidade«. 0 
pH foi mantido entre 7,2 e 7,4, ajustado com NaOH (6 N). 0 ho 
mogenado foi imediatamente centrifugado em centrífuga refrige 
rada por 10 minutos a S.OQOr.p.m, 0 sobrenadante foi filtrado 
em gase e centrifugado a 10, 000r .p.m. 10 minutos. 0 precipita 
do foi resuspenso em sacarose (0,25 M) e centrifugado a 8.000 
r.p.m. por duas vezes. 0 precipitado foi finalmente suspenso 
em sacarose (0,25 M). Estas mitocôndrias foram utilizadas pa 
ra extração de partículas submitocondriais (EPl) e para o 
isolamento da desidrogenase succinica.
2:3 : 6 - Isolamento de Partículas Transportadoras de Elétrons-
(EP1)
0 isolamento de partículas EPl foi feito pelo método j 
descrito por Kopaczyk, 1967 a partir de mitocôndria isoladas j 
de músculo cardíaco de boi segundo Grane et al. 1956. As ati»' | 
vidad.es enzimãticas da . citocromo oxidase, HADH oxidase , e |
Succinato Oxidase foram determinadas polarograficamente em | 
eletrodío de oxigénio. 0 meio de reação empregado nesta têcni | 
ca foi: tampão fosfato (50 mM) pH 7,4 e.EDTA C2 mM). 0 consu- | 
mo de oxigênio foi determinado medindo-se a inclinação da cur 1 
va obtida pelo registro da reação. As atividades específicas | 
obtidas na preparação foram (y atm. de 0/min. mg de proteína):! 
citocromo oxidase (0,23); NADH oxidase (0,46); succinato oxi- 
dase (0,10).
2:3:7 - Isolamento da Desidrogenase Succinica (E.E. 1.3.99.1) |
A preparação da desidrogenase Succinica foi feita pelo 
método descrito por Kearney e Singer's 19 56 a partir de mito - 
côndrias de coração de boi isoladas segundo o método de Crane J 
et al, 1956, Sua atividade foi medida aspectrofotométricamen-|
te segundo a técnica de Singer,. 1374s onde se utiliza DCIP e 
PMS como sistema receptor de elétrons. A atividade específica 
obtida (vi moi de succinato/min. mg de proteína) foi de (8,9).
Á atividade da desidrogenase succinica em mitocôndrias 
rompidas, foi determinada da mesma maneira. Ambas as prepara­
ções foram sensíveis ao malonato. 0 meio de reação empregado 
nos experimentos foi o seguinte: Tampão fosfato (50 mM) pH 
7,4; EDTA (2 mM), asida sodica (3 mM), suecinato de sodio (20 
mM), DCIP (0,1 mM) e PMS (0,16 mM). A leitura foi feita a 600 
nm em um espectro fotômetro Beckman UV, modelo DB. A ativida­
de da enzima em mitocôndrias rompidas Cu mol de suecinato/ 
| min. mg de proteína) foi de (0,146).
2:3:8 - Determinação da atividade da NADH desidrogenase.
Para determinação do efeito das drogas em estudo sobre 
a atividade' da enzima NADH desidrogenase, foram utilizadas, 
como fonte da enzima, mitocôndrias rompidas. A atividade foi 
medida fotoraetricamente pelo método .de Singer, 1974, utxlizan | 
do ferricianeto de potássio como receptor específico de ele-J 
trons. 0 meio de reação empregado foi o seguinte: tampão fos-f
fato (50 mM) pH 7,4; KCN (1,0 mM), Ferricianeto de Potássio f
1
(0,6 mM) NADH (0,15 mM), A suspenção com mitocôndrias (0,156 j
mg de proteína) foi incubada por 10 minutos a 309C antes da 
adição de NADH. A reação foi seguida pelo decaimento da absor 
ção espectrofotométrica' do Ferricianeto a 420 njn. A atividade
específica medida íu mol de NADH oxidado/minuto mg de proteí­
na) foi de (0,50).
|
12:3:9 - Suecinato oxidase' a NADH oxidase em mitocôndrias rora-
Estas -.enzimas, estudadas em mitocôndrias rompidas, tive
ram as suas atividades medidas pelarograficamente. 0 método
utilizado .foi o de Singer» 1374-, cujo meio de reação foi o 
seguinte; tamplo fosfato (50 mH) pH_7,if; EDTA (2 mH)} succina
to de sódio (10 mH) para 3 mg de proteína e volume final de 
3 ml. Para a NADH oxidase: tampão fosfato (50 mH) pH 7 5 
NADH (60 mH) para 3 mg de proteína e volume final de 3 ml. Ás 
atividades específicas medidas foram Ou atra. de 0/rain» mg de 
proteína): para o succinato oxidase (0,022) e para NADH oxida 
se (0,111).
2:3:10 - Determinaçoes Polarogrlfieas.
As medidas polarogrãficas'foram feitas em eletrodio de 5
oxigênio descrito por Voss et a l ,  1963. A velocidade de consv;
mo de foi calculada em ja moi de oxigênio/segundo e a rela™ I
ção P/Q foi calculada como ADP/0 de acordo com o método d o ■
Estabrook, 1967, baseado no consumo de 0,, em microatomos, du~ (
rante o estado ativo da fosforilação oxidativa e na quantido- "
de de micromoles de ADP adicionados a© sistema. 0 coeficiente I
.• I
dè controle respiratório (RC) foi calculado relacionando-se a|
velocidade de respiração, em presença de ADP (estado 3) e a ve j
locidade apôs o controle respiratório (estado 4). 0 estado 21
da respiração foi considerado como sendo a velocidade de con- I
sumo de O2 apos a adição do substrato correspondente antesJ
da adição de ADP.
2:3:11 - 'Swelling1 (inchamento) controlado de mitocÕndrlas,
Esta técnica introduzida por Packer et al. em 1966 con­
siste na observação do aumento do volume mitocondrial, susten 
tado pelo sistema transferidor de elétrons em mitocôndrias de 
fígado sob condições de equilíbrio. As mitocôndrias foram iso 
ladas como estã descrito no item (2:2:3) cie material e meto - 
dos. 0 meio de reação para o equilíbrio consistiu em; Sacaro-
i+3
se (lOOmM) tris-HCl (10 mM) pH 7,5; tris-EDTA (0,3 mM); mito- 
cõndrias de fígado de rato (3 mg de proteína em um volume fi­
nal de 3 ml). 0 '‘swelling" foi medido pela variação da densida­
de optica do meio a 575 nm emoespectrofotômetro registrador 
"Double Beam" Aminco Chance (Chance e Colowich, 1357)* A den­
sidade optica inicial foi tomada como 100% e o «swelling'’' foi 
registrado como um decaimento do. nível inicial. Á velocidade 
de consumo de 0  ^ foi acompanhada por polarografia em eletro 
dio de oxigênio em reação simultânea.
2:3:12 - Oscilatória mitocondrial
Esta técnica consiste na. observação de uma sequência de J 
oscilações na variação de volume da mitocôndria e da velocidaj 
de respiratória. A técnica descrita por-Mustafa et al,, 1S6&; | 
Gooch e Packer, 1974 utiliza as mesmas condições bãsicas de 1 
“swelling"controlado, exceto, que o pH ê ajustado em 8,5 paraj 
o meio de reação. A oscilação de volume foi acompanhada 'es- 
pectrofotometricamente a 575 nm. •
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RESULTADOS
I
1 - VALORES DE CONTROLE DA FOSFORILAÇÃO OXTDATIVA ■~1’>TTDCS £ J
I
ELETRÕPIO DE OXIGgNIO COM, MITOCÕNDRIAS ISOLADAS DE
fígado de r a t o
A tabela I mostra os valores de controle de diferentes 
parâmetros da fosforilação oxidativa obtidos em eletrôdio de 
oxigênio e .calculados segundo Estabrook, 1967, vide material 
e métodos. Â tabela é util para demonstrar que as mitoeon-
drias utilizadas nos experimentos estavam em bom estado de 
acoplamento.
2 “ EFEITO DOS COMPOSTOS SÕBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO DE 0o 
DURANTE 0 PROCESSO DE FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA
Foi estudado o efeito da variação da concentração c%,s 
drogas sobre a atividade mitocondrial, observando-se os dou- j 
vios da velocidade de consumo de oxigênio em relação a un I 
trole sem droga, registrado por eletrôdio de oxigênio (tabela j 
II e III). ' ' . 1
0 estado II da respiração foi considerado como * - r a 
velocidade respiratória apôs a adição do substrato a 
dria incubada. 0 estado III foi considerado comó sendo a velo 
cidade respiratória após a adição de 0,5 y moles de ADP (es­
tado fosforilante). 0 estado IV considerou-se como sendo a ve 
locidade respiratória após o controle da fosforilação. (Vide 
material e métodos). Nas tabelas II e III são mostrados os 
percentuais de desvio, onde o sinal (+) significa um estimulo 
da velocidade de consumo de 0. e o sinal (-) indica uma inibi
v   — i p
Tabela I
SUBSTRATO
Velocidade de 
Consumo de O2 em v*M/mxnuto ADP/0 RC
Est. II Est> III Est. IV
«-Cetoglutarato 0,22^ 0,07 0,86™ 0,16 0,34- 0,09 2,90* 0,30 2,70™ 0,60
%
Succinato 0,34+ 0,09 0,9st 0,20 0,45“ 0,10 1,86- 0,20 2,20- 0,30
1— _ _
Os dados expressam a media de 37 experimentos para o «-cetoglutarato e 47
+ _ „ .» 
experimentos para o succmato - o desvio Padrao. 0 sistema de reaçao e o mesmo des­
crito para os experimentos da tabela II.
46
ção. Cada dado das tabelas representa a media de tres experi 
mentos. Para cada experimento houve uma incubição prévia de 
droga com a mitocôndria de aproximadamente 10 minutos. Para 
maior precisão dos cálculos de desvio das velocidades foi utji 
lizado um padrão médio diãrio, isto é entre os experimentos 
de eletrodio utilizando droga, foram intercalados experimen­
tos sem droga (4 ou 5 experimentos) dos quais foram tiradas 
as médias para comparação. Assim os êrros de desvio reduzi­
ram-se a menos de 5%. As concentrações constantes nas tabelas 
(de 50 a 600 n Mol/mg de proteína) foram escolhidas por se 
apresentarem em uma faixa considerada õtima de efeito para to 
das as substâncias estudadas.
Pode-se observar (tabelas II e III) que os compostos 
estudados, na sua grande maioria, apresentaram algum tipo de 
atividade, sendo que as substâncias de I â V, possuindo es­
truturas semelhantes, destacaram um efeito estimulador, prin­
cipalmente com relação a oxidação do succinato, sendo a mais 
efetiva, a droga V, com efeito acentuado sobre o estudo II 
da respiração. Os compostos VIII e XIX, estruturas que dife­
rem pela substituição de um grupo hidroxila por um grupo clo­
ro da posição "ribo"-para a posição "arabino" respectivamen­
te, no carbono 2 do anel furanosídico apresentaram grande di~
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ferença em seus efeitos sôbre a atividade mitocondrial 
embora essa diferença tenha sido apenas de natureza 
quantitativa. A droga IX foi muito mais ativa do que 
a droga VIII. Os compostos X e XI cujas estruturas 
também são semelhantes, diferindo quanto ao grupo substituin- 
rte do carbono 3, apresentam um efeito estimulador sôbre a oxiJ
tar-1:la ir
EFEITO DE AÇUCARES SUBSTIUÍDOS SOBRE A OXIDAÇÃO MXTOCONDRIAL
?
LSTADO II <% desvio/controle)
H 9 s u b s t a n c i a s '-Cetorlutarato 1 ?♦ o
Concentração cias substancias: :nno 1, /ms* proteína
50 100 200 300 **Qo 600 .50 100. 200 500 H00 609
X 1,2:5,6-Di-0~isopropylideno»"««~D~Glucofuranose. ♦ 31 ♦ IS ♦ 15 ♦ 23 ♦ 23 ♦ 23 *50 ♦33 - 4 21 ♦*♦ ♦ 16
II 1,2 - G-isopropy 1 ide no* «-.0*6 luco f uranose -5 ♦s ~S ♦ 11 ♦ 27 -11 ♦ 2* ♦ 18 ♦ 24 ♦ 24 ♦ 12 ♦ 18
IV 1,2:6,6-Di~0-lsopropylideno-*~D~Álofurano3e ♦ 25* ♦6 0 ♦ *»3 n $ ♦ 19 -15 -6 ♦6 ♦ 12 ♦ 6 47
V 1 ,2*0*isopropylideno*«-'D*Alofuranose * -5 *•$ 0 ♦ 1* ♦ 6 ♦ 23 ♦ 36 ♦*í8 ♦ 55 ♦4 7. ♦ 27 430
v i u
XX
Metil-3 „S-Di-O-bensil-^D-ríbofuranoside 
Metil-3.,5~Di-Q-ben2sil«2«Clôro-2-desç»xi- D- A rabi
♦ 73 ♦so ♦ 3** ***6
?
♦76 ♦ 52 ♦ n +6S 4?3 ♦ 52
X
aofuranosldeo
1 s 2:S 96“Di~ü~is0propyiiàsno*3-Q~p~toXuenesulfo
n s ♦ 46 ♦ 8** ♦ 8 -23 -7 «3 ♦ 3 + 3 -21 -31
XI
nil-«-D-Alofura no s e
X,2:5,6-Di~0~isQprQpylideno-3-fluor-3~desexi ~
♦ 7 43 -7 ♦ 7 »5 460 ♦ 77 47? 470 ♦ 70 ♦ 63
XXII
<*«D~£lucofuranose
6*0« be nzil- 3-desoxi -3~f Xuor '-1, 2-Q-isoprr»yl ide*
-5 P 0 o ♦ 5 ‘ ♦ 5 438 ♦ SO ♦ 6*i *44 ‘♦*4 0 ♦sn
no-«~D-GXucafuranose ♦ 2«* 436 ♦*»*í ♦ 60 4100 +12*i ♦ 32 4*43 ♦68 ♦ 75 ♦ 111 ♦ 15 5
XIV Bensil*0-D-Arab í nos i deo 0 0 0 ♦ 1 0 ♦ 2 45 ■0 0 -7 -5 -5
XVII üenjsil-2-0-p* t o 1ue ne s u1 foniX~g~D«Arabinos í d e o ♦63 *74 *35 ♦ 126 4-8 9 ♦ 73 ♦ 79 ♦90; ♦ 97 ♦ 128 ♦ m ♦ 152
XVIII •â-tetra-G«acetII~L«Àrabinose . ♦ 2ty ♦ ?0- 439 ♦ 5 2 '*48 ♦ *»3 461 ♦ 37 ♦ 6? 463 ♦ 79 ♦7 2
XIX
XXI
ís ~ p e n ta* 0 -ace t i 1- D -Ga X ac topiranose
'íet.il~2 ,3-0-aceti 1 *4- cloro-4-de sox i-S«L«ArabI-
o' '♦ 5 ♦ 3 413 4.18 ♦ 16 ♦ 33 ♦ 93 ♦ 33 ♦ so ;♦ 3 3 ♦ 62
XXII
nopibanosideo
Ketil-3 ,4 ,6rtricloro-3 ,4 t6-tridçsoxi-8-I)*-AlopjL
Ü 0 4? + 7 4? 423 ♦ 15 48 ♦ 15 ♦ 23 ♦ 15
r&nosideo >17 ♦so ♦ 7 2 493 ♦ 130 .♦122 4$ 8. ♦ 82 495 4S? ♦ 146 ♦ 138
Sistema 5 meio de reação Cmanitol v\7.§ M; tampa o fosfato S cíM, pli 7 ; trxs-HCL '10 KuL lo tnn} EDTA 0# 2
mH« substratos 10 mM. A concentração de proteínas na suspensão mitocondrial foi de 3,0 mg para o 
«-cetoglutarato e l,S mg para o succinato em um volume final de 3 ml. Os dados estao- expressos 
•como a media de tris diferentes experimentos* 0 sinal <♦> significa um estimulo da velocidade de 
consumo de oxigênio e o sinal significa uma inibição desse consumo* As concentrações das 
substancias <50-600 nHol/rag de proteína) são referentes aos compostos X. - XXXIA
TABELA III
EFEITO DE AÇUCARES SUBSTITUÍDOS SOBRE A OXIDAÇÃO MITOCOtfDRIAL
Subst *
no.*
... ESTADO III (% desvio/controle) ESTADO IV (% desvio/controle>
*-Cetoglutarato ! Succina to «»-Ce toglutara to 1 Succinato _ __
Concentração das Substancias: rçmol */®g proteína.
so 100 200 300 400 600 5-0 1Q0 200 300 400' 600 50 100 200 3QG 4Q 0 600 í 50 100 200 300 400 600
I -20 -20 -19 -30 -25 + 19 *20 ; +13 +7 -2 + 2 *17 0 0, + 8 -a o ;*25 *28 - *22 *12 *12
II -10 -2 -5 -2 + 3 -13 +22 + 3 *4 0 +9 *6 + 4 + 4 +4 *11 +4 *4 *4 +4 0 0 -4 +12
IV 4-2 -6 + 13 + 8 + 11 -6’ -9 -4 *26 *27 +1? + 25 + 32 *23 + 9 + 23 + 3 2 + 3 -13 «11 .+13 + 24 + 18 + 5
V "I -5 -12 -8 -3 + 8 +30 *38 +36 *36 *18 ' *24 +6 *9 +38 *28 *12 +38 +11 + 26 *22 *17 + 2 + 15
VIII + 14 + 5«* +30 + 1 4 +7 +4 + 15 + 29 *38 *34 + 32 +23 *17 +56 +41 +47 + 68 + 77 + 33 + 27 *58 + 38 + 33 +38
IX 0 +6 ■+7 , +31 -ifO -45 -24 -32 -36 -42 -57 ’ -6 2 *17 + 27 *27 -5 -22 -23 .-23 «14 -13 -13
- -
X +7 + 2 -7 +7 -5 -5 + 38 + *4 3 + 38 + 33 *19 *18 -2 -2 «7 -7 -14 -24 + 24 *33 ' +15 +11 *4 + 11
XI -2 0 + 2 -3 -3 -8 +11 + 33 :+ 25 *25 *16 + 11 . o + 4 *7 0 *4 *7 . + 10 + 14 *19 + 10 + 7
*7
XII + 26 +11 +5 + 8 *2*4 + 25 *28 + 19 :+56 !*58 *78 + 104 -2 - +4 . +13 -7 ' +50 *21 + 25 + 39 + 41 +3 6 *53
XIV ' -6 -6 +18 : 0 -2 + 3 -3 -6 -7 -18 - -5 +6 0 + 9 *9 + 3 *3 0 *2 + 8 0 -1* + 2
XVII + 1»* + 15 + 6 -12 -5 -*41 +26 *32 + 45 *53 +45 +44 ! + 35 + 50 + 51 +6 5 *59 * 51 *48 *38 + 55 *69 + 60 + 76
XVIII + 23 + '20 + 39 + 52. +4 8 +44 + 27 *36 *17 *9 +5 , +5 1 + 30.-2 + 11 *10 + 28 +11 +18 + 17 + S + i 2 ; + 3 *2
XIX +6 +11 -3 +8 +1 + 5 + 3 + 7 *3 *7 *1 *29 :. +5 +4 + 4 +5 +7 * 3 *17 +10 +17 1+19 , +13 *3
XXI +1 0 -6 -5 -2 -18 *10 + 3- + 2 *7 + 20 *21 | + 8 *3 *3 *3 -8 -8 + 2 -15 -12 -10 í 0 + 2
XXII + 21 *t»7 +8 5 + 71 + 117 +88 *30 +39 + 30 +61 *52 *32 | + 19.*42 +51 +51 *54 ,*56 +6 + 18 + 13 + 24 *24 + 21;
Sistema: O mesmo, mostrado na tabela II
fdação do succirsato, sendo a droga X mais ativa. 0 composto 
XIII apresentou efeito estimulador sobre a oxidação de subs­
tratos NAD e FAD dependentes, sendo este:efeito acentuado em| 
todos os estados da fosforilaçlo oxidativa. 0 composto XIVl 
não apresentou nenhuma ação significativa, mesmo quando, emj 
alguns experimentos, foi ultrapassada em muito a concentração! 
máxima dada nas tabelas. Tanto a substancia XVII como a XIV,I 
mostraram efeito estimulador sobre todos os estados da fosfo-| 
rilação oxidativa, também de maneira bastante acentuada. As 
drogas XVIII e XIX cujas estruturas se relacionam, diferindo! 
no numero de carbonos e na configuração do açúcar, apresenta­
I ram ação muito semelhante sobre a mitocôndria, estimulando 
principalmente a oxidação.do suecinato nos estados II e III,H 
sendo este dado mais uniforme com a droga XIX. A substância
XXI apresentou efeito muito pouco significativo, mesmo em con 
;centrações maiores que as cias tabelas. E finalmente a droga
XXII mostrou üma atividade fortemente estimuladora da respira j 
ção mitocondrial, principalmente no estado II, tanto para o 
«-cetoglutarato como para o suecinato.
. . Foram estudados ainda, sobre a fosforilaçSo oxidativa, j
em experimentos de eletrodio de oxigênio, nas mesmas condi-I
~  I
çoes descritas para as tabelas II ê III, os seguintes deriva-|
Ídos desoxihalogenados de açucares: metil U-cloro-H-desoxi-D - | arabinopiranosídeo {XXIII) que apresentou inibição dá respiraf çaomos estados II e III na oxidação do «-cetóglutarato, sem j 
alteraçao significativa do ADP/G e da respiraçao com succína- | 
to; metil 2 ,3-di-0-acetil-4~cÍoro“U-desoxi~D-*arabinopiranosí- 
deo (XXIV) que na oxidação do «-cetoglutarato apresentou ini­
bição dos estados II e III sem alterar a respiração do suc- i
cinato e sem alterar o ADP/0; metil-2,3-di-0-acetil-4,6-dideo
I . «. *
xi-3-D-galactopiranosxdeo (XXV) que apresentou na respiração 
do «-cetoglutarato inibição dos estados II e III e leve ini- j 
biçao de todos os estados na respiração com o suecinato.
Embora hajam sido verificados os efeitos dos derivados | 
halogenados citados, estudos mais detalhados não foram reali- j 
zados devido a que esses efeitos somente se manifestaram em j 
concentrações acima de 3,0 u mol/mg de proteína, fugindo
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rpois da faixa de interesse biologico.
Nas figuras 1 e 2 estão transcritos» graficamente, os 
dados das tabelas I e II para a droga IX de maneira a poder­
mos observar melhor o seu efeito, 0 grafico I mostra que com 
o aumento da concentração da droga hâ um forte , estímulo da 
respiração, sustentada pelo «-cetoglutarato, principalmente 
no estado II» atê 200 nmol/mg de proteína e, dessa concentra­
ção erti diante» ocorre uma queda abrupta indo atê à inibição,
Com a respiração sustentada pela oxidação do succinato 
(fig. 2) não se observa nenhum efeito sobre o estado II atê 
300 rjíiol/mg de proteína» porem o estado III (fosforilânte) en 
contra-se inibido jã em baixa concentração e o estadp IV com­
porta-se irregularmente,, frente ao crescente aumento da concen 
tração do composto IX, Este tipo de efeito nos induz» embora 
remotamente, a considerar que a droga produz inibição da ca­
deia respiratória, e ao mesmo tempo, razão do estímulo inicial 
dessa mesma respiração» um efeito desacoplador da fosforila- 
ção oxidativa. Fundamentado nisto» foram realizados os experi 
mentos que se seguem» para melhor divisar estas deduções,
3 ” EFEITO DO METIL 3,5-DI-0-BENZIL-2-CL0R0-2-DES0XI- 
,ARABINOFURAMOSÍDEO (IX) SOBRE A FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA 
E SOBRE 0 EFEITO DESACOPLADOR DO 2 J+-DIMITR0FEN0L
Os resultados apresentados na fig. 3 mostram o efeito f
~  I
da droga IX sobre a fosforilaçao oxidativa em mitocondria de j
fxgado de rato quando o *-ceto glutarato e o succinato sio |
. »  ,  S
usados como substrato e quando e usado o 2,4-dinitro fenol co f
 ^ —  |
mo agente desacoplador. Podemos observar» que quando a mito- | 
côrtdria foi incubada juntamente com a droga (fig. 3B) ocorreu j
uma inibição da respiraçao (comparando-se com o controle-fig. |
. I
3A), completa alteração do ÂDP/0 e do RC e uma resposta mui™ |
to fraca ao 2»í+tDNP tanto para o “-cetoglutarato como para o|
teuccinato. Quando a droga foi adicionada apos o substrato/
   - -         ..............................
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Figura II
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Sistema: o mesmo das tabelas II E III 
Substrato: Succinato
 — - Estado II
_______ _ Estado III
Estado IV
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(fig, 3 0  houve pequena inibição da respiração para o *~ceto~' 
glutarato, uma inibição maior para o succinato de uma fraca 
resposta ao 2,^-DNP em ambos. Ao ser adicionada a droga IX 
apos a adição de 2,4-DNP (fig. 3D) pode-se observar a forte 
inibição da respiração com «-cetoglutarato e uma inibição me­
nor com o succinato. Parece, portanto, haver inibição da res­
piração tanto do substrato NAI) dependente como do FAD depen­
dente e um concomitante desacoplamento da fosforilação oxida- 
tiva, o que esta de acordo com os dados dos experimentos das 
figuras 1 e 2,
k ~ FONTES de energia para swelling controlado mitocondrial
£ ESTADO DE EQOILÍBRIO NA CADEIA RESPIRATÓRIA
0 "swelling" (inchamento) mitocondrial e um fenômeno 
que esta Intimamente relacionado ao transporte iônico em con­
dições de equilíbrio» dependendo principalmente do livre flu­
xo de.. .energia proveniente da rota de transferência de elé­
trons da mitocôndria.q. (Chappell e Crofts 1385) . Substâncias
que interferem com o livre fluxo de energia da cadeia de elé­
trons inibem ambos os processos.
Oscilações amortecidas da respiração e do volume foram 
encontradas sob condições de energizaçSc do transporte de 
íons em mitocôndrias tratadas com EDTA (Azai and Azzone»1966) 
Uma grande oscilação do volume mitocondrial ê observada» e pa 
rece ser consequência de um. aumento da permeabilidade. da mem­
brana mitocondrial (Mustafa et al., 1966).
Os sistemas acima descritos sio excelentes meios para 
o estudo de substâncias que possam vir a interferir nos proces 
sos mitocondriais sob condições de energização e de transpor­
te de íons. ■
0 "swelling" sustentado pela energia do sistema trans­
feridor de elétrons em mitocôndria de fígado de rato sob condi
v _ _ _ _____________ •    j
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r EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE A FOSFORILAÇÂO OXIDATIVA E 
SOBRE A AÇÂO DESACOPLADORA DE 2 ,4-DNP
ADP/0=2.99
MIT +<g) í\i.oo RCs28°
^  | ADP'
MiT. SUCC.
1 I
.2«
ÂD P/O=2 02
62 17 moi 02
Fig. 3
Gráficos traçados por eletrôdio de oxigênio mostrando a 
oxidação mitocondrial do succinato (traçado ã direita) e a - 
cetoglutarato (traçado â esquerda) e o efeito desacoplador do
2,4-DNP na presença da droga VI. Sistema: meio de reação (Voss 
et al 1961); suspensão mitocondrial (3,0 mg de proteína para 
o ct-cetoglutarato e 1,5 mg para o succinato); concentração 
dos substratos (10 mH); 0,5 yHloles de ADP; 40 mM DNP; concen 
tração da droga VI: 400 nitol/mg de proteína* para o «- cetoglu 
tarato e 900 nmol/mg de proteína para o -succinato, 0 volume 
final foi de 2,5 ml. A velocidade está expressa emyMC^/seg.
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çoes de equilíbrio e ilustrado na figura 4, a qual represent 
um controle de comparação para os experimentos registrados da 
figura 5. Mitocôndrias de fígado de rato'foram suspensas num 
meio contendo tris-sacarose-EDTA. A adição de acetato de so™ 
dip â suspensão mitocondrial fornece o Inion necessário para 
o processo de "swelling*5 Cxôn permeante). Então* a adição do 
glutamato como substrato* induz acentuado "swellingir o qual 
alcança um estado de equilíbrio em alguns minutos* 0 tratamen 
to da oxidação aerôbica do glutamato pela rotenona inibe a 
respiração* porque inibe a fonte de energia causando reversão 
de "swelling". A adição de succinato reinicia o processo pois 
sobrepassa o sítio inibido da rotenona, como e mostrado pelo 
estímulo da transferencia de elétrons, e induz o "swelling" 
(linha interrompida fig,, 4 e 5). A transferencia de elétrons 
induzida pelo succinato* se for inibida pela antimicina resul­
ta em outra reversão do "swelling", Se os sítios de transfe­
rência de eletrons* inibidos pela rotenona e pela antimicina, 
forem sobrepassados pelo ascorbato-TMPD* o "swelling" e mais 
uma vez induzido, assim como o fluxo de eletrons restabeleci­
do. A inibição do fluxo de elétrons através do sítio terminal 
pelo cianeto novamente reverte o "swelling". Podemos assim 
vizualizar dois componentes importantes do processo mitocon­
drial; um componente químico (cadeia respiratória) dado pela 
1infra tracejada (Fig. 4) e um componente osmotieo (membrana 
interna) dado pela linha cheia* que caracteriza o "swelling". 
Devemos verificar que estes componentes são interdependentes.
A figura 5 mostra o efeito da droga IX sobre o sistema 
acima estabelecido. Pode-se observar que com o aumento da con 
centração do composto IX, incubado com. a mitocôndria, o com­
portamento do "swelling" e do estado de equilíbrio foram com­
pletamente alterados. Quando a concentração da droga atinge. 
24 9 nmol/mg de proteína (fig. 5c) ocorre um. "swelling" provo­
cado pela simples adição do composto; provavelmente devido a 
alterações de permeabilidade da membrana mitocondrial. Conco- 
mitantemente observa-se (Fig. 5) que houve inibição da res­
piração mitocondrial para o glutamato e para o succinato e 
ainda., um estímulo para o ascõrbato-TMPD. Observa-se, alem. do
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FONTES DE ENERGIA PARA SWELLING CONTR'OLADO MITOCONDRIAL
240'
MINUTOS
Fxg. 4 .
| Dependencia de energia para © SweIXing controlado em mi-
1 tocôndrias. 0 meio de reação continha sacarose (100 mM),Tris~
j HC1 (10 mH, pü 7,5), Tris-EDTA (0,3 mH) e suspensão mitocon-
§
I drial (2,5 mg de proteína em 3 ml de volume final). Outras 
I adições indicadas consistem em: acetato (50 mH), glutamato 
| (10 mM), succinato (10 mH), ascorbato (5 mM); TMPD (0,2 mH), 
jrotenonft (0,1 ng/mg de proteína), antimicina (0 , 2  yg/mg de 
Jproteína)j KCN (1 mH).
EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE AS FONTES DE ENERGIA PARA O
SWELLIN6 CONTROLADO
240-
MINUTOS
4  6
MINUTOS
840'
0 sistema foi o mesmo da fig. 4» A a concentração do 
composto IX adicionado foi de 60 nmal/mg de proteina; B 120 
niaol/mg de proteína; C 240 -fjmol/mg de proteína; D 30 0 o 1/ 
mg -de proteína».
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mais, que a inibição do ’’swelling” induzido pelo glutamato e'
muito mais efetiva do que para as demais fontes de energia,Na 
fig. 6 „ o  mesmo experimento foi realizado, porem a droga IX 
foi adicionada após o ’’swelling” induzido pelo glutamato ter 
atingido o estado de equilíbrio, isto e, foi adicionado no 
mesmo ponto onde se adicionava a rotenona. Verifica-se que 
houve completa reversão do ’’swelling’’” e completa alteraçao 
do restante dos estímulos, bem .como, inibição da cadeia res­
piratória, a partir da adição da droga, fortemente para o glu 
tamato e menos efetivo para o suceinato. 1
5 -  EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE 0 ’’SWELLING” MITOCONDRIAL 
.INDUZIDO PELO ATP COMO FONTE .DE ENERGIA
Estando a cadeia de transferencia de elétrons inibida 
por rotenona, antimicina e cianeto não I mais possível obter- 
se ’’swelling” a partir da oxidação de substratos. Entretanto, 
ATP pode ser empregado como fonte de energia para a indução 
de ’’swelling”, sem que haja consumo de oxigênio do meio.
A figura 7 registra os experimentos realizados com o 
sistema ATPasico. As fig. 7a e 7b mostram os controles com e 
sem oligomicina, respectivamente. A oligomicina provoca a re­
versão de "swelling” ATP dirigido. Observa-se (fig. 7c) que 
também neste sistema, a droga IX, provocou alterações no 
comportamento da membrana da mitocSndria, promovendo uma qua­
se completa inibição do ’’swelling” e também (fig. ?d>» produ­
zindo a reversão quando adicionada em lugar da oligomicina.
Cora este experimento complementar fica demonstrado que 
a droga IX pode interferir com todos os sistemas transferido­
res de energia atravêz de sua ação sobre a membrana mitocon- 
drial.
EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE AS FONTES DE ENERGIA PARA.
SWELLING CONTROLADO
MINUTOS
O mesmo sistema da fig.  ^ foi aqui utilizado, -exceto 
que em lugar da rotenone foi adicionado o composto IX na 
concentração de: 1 2 0 nino 1 /mg de.proteína.
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EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE O SWELLING MITOCONDRIAL ATP
DIRIGIDO
F i g .  7
' , 
Foi utilizado o mesmo sistema que na fig. 4, sendo quej
adicionou-se ATP (4niM)-, oligomicina (0,13 yig/mg de protei- \
na) A controles B controle sem oligomicina; C adicionou- sei 
120 nàiol/mg de proteína com a droga IX; D adicionou-se 120 J 
nmol/mg de proteína da droga IX. . j
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6 “ AÇÃO DO COMPOSTO IX SOBRE O SISTEMA OSCILATÓRIO DÇ
VOLUME MITOCONDRIAL
O valor dos dados obtidos de uma oscilação do volume| 
mitocondrial e potencialmente muito alto, sendo que a amplitu 
de, período, fase e forma dessa, oscilação, refletem as pro­
priedades de um sistema de controle bem estruturado, Uma os­
cilação é bastante sensível a qualquer mudança que afete o 
seu controle. Por exemplo, Stancliff et al. (3.969} verifica-J 
ram que o processo oscilatório e uma excelente prová para disf
• I
tinguir diferenças no conteúdo de acidos graxos■mitocondriais|
' Para que os dados de oscilação do volume mitocondrial| 
possam ser avaliados e necessário conhecer as convenções ado-J 
tadas e os termos específicos. Estes parametros foram estabe-1 
lecidos por Gooch e Packer (1974). A figura 8 mostra um esquej 
ma da oscilação de volume de mitocondrias de fígado de rato,f 
registradas por espectrofotometria. |
: ■ • I
Convencionalmente, as oscilações mitocondriais tem si-f
do descritas de maneira que a primeira variação de volume sé-f
■ ‘ . |
ja registrada como um decaimento. Observa-se na fig. 8, que f 
as oscilações comüaente assumem a aparência de um, oscílador|
harmônico amortecido. 0 valor do meio período ê definido, co-}0
mo séndo o tempo requerido para ir desde uma depressão atê j 
um pico, ou vice-versa. Devido â tendência dos valores dos f
meios períodos serem constantes durante uma oscilação, a rae-f
%
dia de períodos pode ser acuradamente determinada. De maneiral
Fig. 8 - Exemplo de uma oscilação de mitocôndria de figado de j 
rato indicando o critério de avaliação: Amplitude: f
a,b,c,d,e,f; Período medio: 2 x (soma de n mensura-' j 
veis meio períodos)/n; Fator de amortecimento: a/b, |
b/c, d/e, e/f; equilíbrio 1; Relaxamento: m. '
similar a amplitude pode ser definida como a variação no pari
metro monitorado de um pico a uma depressão, ou vice e versa, 
e a relação subsequente das amplitudes é chamada de fator de
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amortecimento ("damping factor). Esta demonstrado que o fator 
de amortecimento tende a sér Um valor constante durante uma 
dada oscilação mitocondriái. Normalmente'uma oscilação acaba 
completamente amortecida; a diferença, no paramêtro monitora­
do, entre o ponto onde a oscilação teve início e o ponto ondej 
houve completo amortecimento e designado de valor de "equilí­
brio". 0 termo "relaxamento" e dado ao parâmetro medido quan­
do ocorre repentinamente um colapso do gradiente iônico, que 
còmumente ocorre quando a raitocôndria perde, também repenti­
namente, seu suprimento de energia, tal como acontece quándo 
inibidores são aplicados ou o suprimento de oxigênio termina.
0 desacoplamento das fontes de energia do sistema funcional 
pode ser obtido por certos agentes químicos, Estes desacopla- 
dores, tal como o 2 ,4-dinitrofénol ou o FCCP (p-trifluormetho 
xicarbonil cynide phertylhydrazone), podem inibir totalmente 
as oscilações mitocondriais (Sepala et al, 1973). Quando se| 
usam baixas concentrações de desacoplador, ha um aumentof 
das amplitudes, um decréscimo do período médio (indicativo| 
da redução do fornecimento de energia) e também um aumento 
do fator de amortecimento (Gooch and Packer, 1974).
. Nestes termospode-se analizar com maior facilidade os 
dados das figuras (95 e (10) auxiliados pela tabela (IV).
A fig. (9) mostra o efeito da droga IX sôbre a oscila - 
çio do volume mitocondriái sue ei nato dirigida e a figura. (10) 
demonstra o mesmo fenômeno ATP dirigido. Observa-se que em 
baixas concentrações da droga, ha um aumento das amplitudes 
(tabela IV), e que, com o aumento gradativo da concentração, 
as amplitudes voltam ao normal, havendo diminuição do n9 d 
períodos, tendendo a Uma inibição total. Ocorreu também. di­
minuição aguda dos períodos médios e acentuado crescimento 
dos fatores de amortecimento. 0 equilíbrio fica afetado com 
diminuição acentuada do parâmetro, possivelmente porque a 
droga IX também inibe o fluxo eletrônico da oxidação de suc- 
cinato, enquanto que para o ATP o equilíbrio permanece quas 
constante.
o
V .
EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE A OSCILAÇÃO DO VOLUME 
. ' MXTOCONDRIÂL
Fig. 9 Fig. 10
As condições básicas sio as mesmas da fig. com exces*
Isio do pH = 8,2 e a suspensão mitocondrial foi de 3 mg em 3 ml 
Ide volume final. Acetato de sodío (50 mM), rotenone (0,1 Mg/mg
de proteína), succinato (fig. 5 LO mM)s ATP (fig. 6
Oligonnicina (0,10 yg/mg de proteína). A controle sem 
B 10 nWol/mg de proteína; C 50 fimol/mg de proteína; D 
niiol/mg de proteína; E 2 0 0 nmol/mg de proteína.
mM). 1
droga;[
10 ol
Tabela IV
t-: -    . — __
-W "li r
Parâmetros das oscilações succinato dirigidas
concentra- 
ções 
nmol/mg prot
Amplitudes 
a - b - c - d - e
Períodos
médios
seg.
-Fator de 
Amorteci.
mento
Equilí­
brio
. 0 3 ,6-1,2-0 ,4-2 ,7-0,6 198 3 1,9
10 . H,0-0,6-2,?- - - . 110 7 1,3
50 3,7 - - - - - « 0,6
100 3,2 - - •- - - 0,6 .
200 2,6 - - - 0,6
, A T P dirigidas
0 3 , 3-1,0-0,3-3,0 -0,4 133 3 1,8
10 3,5-X,9-2,0 - - ■110 17 2,0
"so 4 ,0-1,3 - - 73 - 2,3
100 3,7 - - - - .. - ■ 2,5
200 2,8 - - - 2,4
Tabela IV - Parâmetros referentes âs oscilações mitocôndriais 
registradas nas figuras 9 e 10 maiores detalhes são dados no 
texto.
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Com os dados obtidos dos experimentos mostrados (Fig, 
1 a 7) e pá das Fig. 9 e 10, torna-se possível sugerir* que 
a droga IX comporta-se como um tipo de desacoplador da fos- 
forilaçio oxidativa«,
•AÇÃO DO COMPOSTO IX SOBRE PARTÍCULAS SUBMITQCÒNDRIAIS
Devido ao fato da droga IX apresentar um efeito inibi­
dor sobre a cadeia respiratória (fig. 1*2 e 3)* em mitocon- 
drias íntegras, não ficando clara a extensão dessa inibição* 
procurou-se estüdar o efeito desse composto sobre o sistema 
enzimãtico. em pártículâs submitocondriais (partículas inver­
tidas ) com a finalidade dê determinar os parâmetros reais 
dessa açao sem a interferência do efeito desacoplador. Outro 
enfoque ê a localização do ponto de ação da droga sobre a ca 
deia transferidora de eletrons.
8. -EFEITO DO COMPOSTO IX SOBRE 0 SISTEMA ENZIMÃTICO NADH-
DESIDROGENASE EM MITOCÔNDRIAS ROMPIDAS
A droga IX nao apresentou nenhuma atividade sobre a 
NADH-desidrogenase, mesmo em altas concentrações (3,84 nmol/ 
mg de proteína), tendo como receptor de elétrons o ferricia­
neto de potássio (Fe (CN)c~).
6?
r
9-EFEITO DA DROGA IX SOBRE A ATIVIDADE DO SISTEMA SUCCINATO
DE SIDROGENASE ÉM HITOCÕNDRIAS ROMPIDAS
Tabela ¥
' • concentração da droga I> 
(y mol/mg prot.)
■ % de inibição
0
0,15 16
0,30 16
0,60 24 '
. 1,50 30
3,00 30
. 6,00 30
Tabela V - O meio de reação utilizado foi; Taiftpio fosfato 50 
mM^ pH 7 , ;  EDTA, 2 mM, azida sõdica, 3mM§ Succinato, 20 mH;
DCIP, 0,1 mH; PMS, 0,18 mH; Proteína, 0,05 ing; Volume final, 
1 ml. A leitura foi feita a 600 nm â temperatura de 279C.
Pode-se verificai’ pela tabela V que houve um leve efei­
to inibidor sobre a enzima o qual se tornou, constante em ape­
nas 30% mesmo elevando-se em excesso a concentração da droga.
.EFEITO DA DROGA. IX SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA SUCCINATO 
DESIDROGENASE ISOLADA (E.E.1.3.99.1).
Nenhum efeito foi notado sobre a atividade da enzima
r  „
isolada, mesmo em concentrações elevadas da droga ( 1 0 ymol/mgl 
de proteína) tendo como receptor de elétrons o sistema PMS/
DCIP. As condições foram as mesmas da tabela V.
XL-EFEITO DA DROGA IX SOBRE 0 SISTEMA NADH-OXIDASE E SUCCINO
OXIDASE EM PARTÍCULAS SUBMITOCONDRIAIS EP1 E EM
MITOCÔNDRIAS ROMPIDAS
A fig. (11) mostra o efeito obtido com a droga IX sobre
o equipamento enzimãticp NADH oxidase e succino oxidase em
partículas submitocondriais transferidoras de elétrons (EP1) 
e em mitocôndrias rompidas. Podemos observar que a efetivida­
de da droga sobre o sistema NADH oxidase ê extremamente mais 
eficiente do qu'e para o sistema succino oxidase, visto que
3a na concentração de 100 nmol/mg de proteína obteve-se uma
inibição em torno de 70% do primeiro sistema, .enquanto que, 
praticamente nenhuma inibição foi observada sobre o segundo
sistema. Verifica-se também, que para a NADH desidrogenase
não ha diferença entre a inibição em mitocôndrias rompidas e 
em particulras EP1, demonstrando um efeito caracteristicamente 
enzimâtico, isto é, a droga- IX at.ua diretamente sobre o ccmoo 
nente enzimâtico. Contrariamente aconteceu com o sistema sue-; 
cino oxidase; quando se compara a ação da droga sobre mitoec^J 
drias íntegras (fig. 3 dir. ), verifica-se que com concentra. - j 
çio de 900 nmol/mg de proteína, a inibição ja alcançava 501|
e i
da atividade, a despeito do efeito desacoplador, enquanto q u '| 
em mitocôndrias rompidas e partículas EP1, mesmo com o dobro f 
dessa concentração, não se obtem os 50% de inibição. Observa-f 
se ainda que, em partículas EPI, a droga em baixa concentra-j 
ção, não teve nenhuma atividade, passando a demonstra-la apc| 
â concentração de 6 00 nmol/mg de proteína e indo alcançar j 
| mesma percentagem de inibição que em mitocôndrias rompidas er ; 
concentrações muito altas. 1
EFEITO DA DROGA IX SOBRE OS SISTEMAS NÁDH GXTDASE E 
SUCCINQXIDASE EM PARTÍCULAS EP1 E 'MITOCONDRIAS
ROMPIDAS
F i g .  11
— - X — X — X — : Partículas EP1 (NADB-oxidase)
— __________- : .Mitocondrias rompidas (NADH-oxidase)
__ ™ _  _ __ J  Mitocondrias rompidas (succinoxidase)
— « — ,„— «, Partículas EP1 (succinoxidase)
Efeito da droga IX sobre a atividade 
da NADH-oxidase e succinatoxida.se em mitocondrias
rompidas e partículas EP1. 0 consumo de oxigênio 
foi medido por polarografia. Ás condições basicas - 
estao descritas em material e métodos,.
Esta sequencia de eventos sugere que a inibição provoca
da pela droga IX sobre a cadeia eletrônica FAD dependente es­
ta condicionada ao grau de integridade da membrana mitocon -
drial.
1 2 - ATIVIDADE DO COMPOSTO' IX SOBRE 0 SISTEMA ENZIMÃTICO 
CITOCROMO C OXIDASE EM PARTÍCULAS EP1 E EM 
MITOCÕNDRIAS ROMPIDAS
■ Nenhum efeito do -composto em estudo foi verificado so­
bre a citocrorao C oxidase, mesmo em altas concentrações (2,5 
yrool/mg de proteína), quando estudada a partir da velocidade 
de consumo de oxigênio medida polarograficamente, tendo como 
substrato o sistema TMPD + ascorbato»
,3-EFEITO DO METIL 3,5-DI-Q-BENZIL-D-RIB0FURAN0SIDE0 (VIII)
SOBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO DE 0XI6ÊMI0 DURANTE 0 
PROCESSO DE FOSFORILAÇÃO 0X1DATIVA
A fig. (12) mostra o efeito da droga VIII, em função da 
sua concentração, sobre a velocidade de consumo de oxigênio,• 
sustentada pelo «-cetoglutarato. Verifica-se que ha um forte 
estímulo na respiração mitocondrial atê â concentração de
100 rjmol/mg de proteína, principalmente no estado II. Este 
estímulo ê mantido, embora irregularmente, para os estados II 
e IV, enquanto que para o estado III (estado fosforilativo) a 
velocidade respiratória volta ao normal.
A fig. (13) demonstra o efeito da droga VIII, em função 
de sua concentração, sobre a fosforilaçio oxídativa tendo o
ffigura 15
400 *
;ibte~a: o mesrr.c das tabelas IX e III 
:u_strato: «-cetogiutarato
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Figura 13
Gister.a: o mesno das tabelas II e III 
Substrato: Succinato
— ,—  ----- Estado II
 ______ Estado III
Estado IV
7 3
  ~     ~    ’ ' ' " " " " ^  ' ’’
succinato como substrato* Observa-se um estímulo mais unifor4
^  H
me em todos os estados da respiração, o qual atinge um T.:;rc' 
em 200 nmol/mg de proteína, com posterior decréscimo cue re­
concentrações maiores tende a uma inibição, isto pode ser ve-| 
ri ficado em experimentos que não foraja aqui registrados.
m  - AÇÃO DO COMPOSTO VIII SQBKE A FOSFORILAÇÃO OXIOATIVA E 
SOgRE 0 EFEITO PESACOPLAPOR DO 2 ,U-DINXTRQFENQL
A figura (IH) mostra a ação do composto VIII sobre 
fosforilaçio oxidativa em mitòcôndrias de fígado de rato quar' 
do o »»cetoglutarato (fig. ÍH esq,) e o succinato (fig. 1 '^ 
dir.) foram usados como substrato e quando foi usado o 2 fíf-| 
dinitro fenol como agente desacoplador., Verifica-se que, quanf 
do a suspensão mitocondrial foi incubada com a droga- (figJ 
lHb) e o «-cetoglutárato foi usado como substrato, houve ua 
estímulo inicial do estado II, uma resposta muito baixa ao. 
APP com consequente diminuição do ADP/0 e do KC e uma respos 
ta baixa também ao 2,^-PNP. Quando o succinato foi o substra 
to aconteceu fenômeno semelhante, porém menos intenso, Quan-f 
do a droga foi adicionada após o substrato Cfig, lHc), houve| 
um estímulo na primeira adição da droga, uma leva dimir.uiçicf 
desse estímulo na segunda adição, atingindo a concentração :c 
1,2 umoX/mg de proteína, Hessa concentração a resposta ao| 
2,^ -Dí>íF foi quase nula com o substrato «-cetoglutarato. c 
succinato os estímulos foram maiores, sendo a resposta ac 
u~dNP uma eompleraentação do estímulo, Quando a droga foi adi-f 
cionada após a adição do 2,^-DNP (fig. IHd), eoa o «-cetoglu-f 
tarato como substrato, verificou-se que na primeira adiçicf 
da droga (0,6 gmol/qg de proteína) houve pequena inibição ds?í 
velocidade respiratória e com a segunda adição (completando 2J 
2 praol/mg de proteína) houve um considerável ausento dessal 
inibição, Com o succinato corao substrato nenhum efeito foi|
o b s e r v a d o ,  I
I
/ H-
.EFEITO DO COMPOSTO VIII SOBRE A FOSFORILAÇfcO OXIDATIVA
E SOBRE A-AÇÃO DESACGPLADORA DE 2,H - DHP
âOP/Ò«t»t
fóit+VSI «ut+vnt
l 1
i r
SütjpçlOg
Fig* 1*
Gráficos traçadôs por eletrodi© de oxigênio mostrando a 
ifosforilação oxidativa, tendo cobio substratos o succinato (tra 
|çado a direita) e o «-cetoglutarato (traçado a  esquerda) e o 
jefeito desacoplador do 2,%-DMP na presença da droga VIII. 0 
‘sistema ê o mesmo da fig. - 3. Concentração da droga VIII com 
iambos os substratos: 8. 0 , 6  psol/iag proteína; C aplicação de 
|duas porções iguais de droga totalizando 1 , 2  paiol/mg de proteí 
(na; D o mesmo que em C.
Diante do efeito estimulador apresentado pela droga 
VIII em função de sua concentração (fig, 12-13) e da sequên­
cia de efeitos acima verificados, pode-se considerar que a 
droga apresenta efeito desacoplador e efeito inibidor, este 
com relação aos substratos NAD dependentes. Observa-se tam- 
blm que estes efeitos competem entre sí na sua 
sobre a respiração em mitocôndrias íntegras.,
1 5 * SFSITO DO COMPOSTO VIII S03RE AS FONTES DD ENERGIA
PABA "SWELLIIÍG" CONTROLADO
A figura (15) mostra os experimentos realizados com a 
VIII sobre o sistema de "svelling" controlado, cujo 
Controle de comparação (fig, H) ê o mesmo utilizado para o 
composto IX,
Observa-se na fig, (15) que com o aumento ca concentra 
çIq , também ocorrem alterações do padrão de comportamento da 
membrana frente ao nswelling". Porem, embora o efeito seja 
similar ao do composto XX, as concentrações exigidas da dro 
gt VIII são pele menos 10 vezes maiores. Verifica-se que 
neste sistema o efeito inibidor da respiração (linha inter­
rompida) jl se manifesta em baixas concentrações, principal­
mente com relação ao substrato NAD.dependente, e bem mais 
fracamente com o substrato FAD dependente. Com o substrato ar 
tificial TMPPfascQFPato verifica-se um forte aumento da velo 
cidade respiratória da fração terminal dc sistema transferi­
dor de elétrons* Com© a nitocôncria utilizada no experimento 
esta em estado íntegro, isto pode significar um processo de 
desacoolamento acentuado,
EFEITO DO COMPOSTO VIII SOBRE AS FONTES DE ENERGIA PARA
SWELLING CONTROLADO
Fig, 15
O sistema utilizado foi o mesiso do experimento da fig* 
a concentração da droga em A foi de 0,3 umol/mg de proteinaJ 
em 13 0,6 umol/mg de proteína e em C foi de 1,5 wmol/mg de pro- 
teina.
EFEITO DO COMPOSTO VIII SOBRE O SWELLIHG MITQCQND&IAl* ATP
DIRIGIDO
M l ...
L ^ v  .âTP
rs«»i4
t e r  1
  ' «
M1HIIT0 8
Fig, 16
Foi utilizado o mesmo sistema que na f i g u r a  L  â f 1 sa© 
controles com oligomicina e sem oligoexcina f^spectivaipiita, 
em C adicionou-se 0,48 fmol/mg de proteína, a® D 0,Í6 
de proteína, em E 1,5 iimol/rag de proteína ® e® F 0,36f 
de proteína.
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16 - EFEITO•PO COMPOSTO VIII SOBRE O WSWEEEIMS» 
• HITOCOMDRIAL INDUZIDO POR ATP
A fig* (16) representa o efeito do composto VIII so­
bre o nswellingR ATP dirigido ? onde com o aumento da concen­
tração d® composto ( f i g »  X6c,d,e) ocorreu um  corte quase com­
pleto d o  " s w e l l i n g ” ? demonstrando g r a n d e  dimMuiçIo da efeti­
vidade da fonte de energia* A fig* ISf demonstra a capacidade 
da droga em produzir a reversão q u a s e  completa do wt v e l l i n g *  
da mesma maneira que & © l i g o a i e i n a .  ■
17 - EFEITO 22 COMPOSTO VIII SOgRE 0 SISTEMA OSCILATÓRIO
m  VOLUME MITOCONDRXAL ■
VI. - Parâmetros referentes as oscilaçoes mtòcondriais 
registradas na figura. 17»
Parlmetrop da# succinato dirigidos
ponoentra—
1 §0#S 
iaoX/iag prot.
AppIJtiMte 
a . : c .d e
Períodos 
médios 
seg *
Fator de 
amorteci 
manto
EquilI
brio
9 % ,7—1»?—9s 8—2s 6—0,6 133 : * M 2,1 ;
. Si;§ : ' :: . f| ^ S?*0:9 §. - * « * - » 215| 7*5 ■ f,% ;
1 10.Í • 2., ** *» *■• 2*8 20 ,Q ?*0
j 2if ; .: 3S8 . — — ■ — . — : — ; m : i*7
EFEITO DO COMPOSTO VIII SOBRE A OSCILAÇÃO DO 
VOLUME MITOCONDRIAL
Fig. 17
O sistema utilizado foi o nesno das figuras 8 e 9. As 
concentrações do-oo®p.osto VXII utilizadas foram: A controle, 
■B 58 artol/rag de proteína, £ 100 ^mol, D 200 nMol.
A fig* 1? mostra o efeito das concentrações crescentes 
da droga VIII sobre o sistema de oscilações do volume mito - 
condrial. Observa-se que a droga promoveu a inibição das 
oscilações, o encurtamento das amplitudes e aumentou acen - 
tuadamente o. fator de amortecimento (tabela VI), dados indi­
cativos da diminuição da efetividade da fonte de energia* 
Observa-se.Ainda, na tabela VI que os períodos médios foram 
aumentados e o equilíbrio tendeu ã uma diminuição, isto ê 
indicativo da inibição da velocidade de consumo de oxigênio, 
consequência da .inibição da cadeia respiratória, .
. Nota-se que, similarmente â droga IX, a droga VIII .in­
terfere com todas as fontes de energia. Èstes resultados, 
coadjuvados pelas observações anteriores (fig. 12, 13 e 1H), 
permitem sugerir que o composto VIII tambem se comporta co­
mo um tipo de desacopiador da fosforilação ©xidativa,
18-AÇlO DO COMPOSTO VIII SO^BE PARTÍCULAS STOfflTOCCtfDRXAXS
Cosi© a droga VIII apresentou efeito inibidor sobre ã 
cadeia respiratô-ia e® mitocôndrias íntegras (fig* 1H) , não 
ficando claros a extensão e ©s pontos da açlo da mesma, pas­
sou-se m estuda-la sobre o sistema anzimãtico da cadeia
transferidora.de eletrons era. partículas subraitocondriais (par 
tícuias invertidas).
19-EFEITO DA DRQ6A VIII SOBRE 0 SISTEÜA AHZX^TXCO - HAPB 
. 0ESIDR06ENASE
Nenhum efeito foi verificado „core a atividade da NÂDH 
desidrogenase, raesno em alfas ccrcent-açÕes (2,8 pmol/sg de 
I proteína), quando estudada espectrofotometricasente* tendo
I como receptor artificial de elétrcns o ferricianeto de potas, 
\ l o  (Fe(CN) ").
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20- • EFEITO DA DROGA VIII SORFF O SISTEMA SU CCI FAVO
DESIDROGENASE
Nenhum efeito foi verificado com relação a succinato 
desidrogenase, mesmo em altas concentrações (5,0 yaol/mg de. 
proteína) estudada em mitocôndrias rompidas e enzima isola-*- 
da» tendo como sistema receptor de elétrons o PMS/DCIP. •
21 - EFEITO DA DROGA VIII SG3RE 0 SISTEM^ SUCCIKATO
ÛXIDASE
O efeito da droga VIII sobre o sistema succxnt^o oxida f 
se, estudada em mitocôndrias rompidas mostrou um efeito aitii-» 
to irregular de inibição (œaximo de 30%) quando e® concentra 
çoes de até 2,5 ymoi/mg de proteínai em partículas EP1
nenhum efeito foi verificado» Isto tasrbén sugere haver uma 
dependência da integridade da membrana para se verificar efeijj 
to da droga sobre a oxidação de substratos FÂD dependentes. j
22 í-EFEITO DA DROGA VIII SOBRE ^  SISTIDT. I-1AIM CXIEASE
A tabela VII mostra o efeito do composto VIII» as fun~ 
ção da sua concentração, sobre o equipamento "irítxco NâDH 
Qxidase em mitocôndrias rompidas e em partículas suopxtocor- 
drais transferidoras de elétrons CEPi). I!a tabela V~Z verifx 
ca^se que a droga inibe fortemente o processo em e ~ „s as 
partículas, sendo mais efetiva com a partícula. W l ®  pos** 
sivelmente porque nesse sistema a e.osima esteja, mais exposta 
a açio da droga.
DISCUSSÃO I
1I
II
Foram sintetizados 18 derivados de raonossacarídeos e J
caracterizados por espectrometria de massa, H-RNM, ponto de j-
fusão e rotação óptica, obtendo-se resultados coincidentes j 
. i
com a literatura, o que indica que as amostras apresentaraml
' ■ 1 
um bom grau de pureza, Estes compostos foram estudados síste- 1
maticamente, em relação ãs suas concentrações, sobre a fosfo-| 
rilação oxidativa em mítocõndrias de fígado de rato perfeita­
mente acopladas (tabela I). Dos resultados apresentados nas 
tabelas II e III verifica-se que 12 derivados apresentaram 
efeitos significativos. Dentre essas substâncias, foram esco­
lhidas o metil 3,5-di-Q-benzil-D-ribofuranosídeo (VIII) e o ■ 
metil 3,5-di-0-benzil-2“cloro-2-desoxi”D- arabinofuranosídeo ; 
(IX) para, neste trabalho, serem estudados os seus mecanismos j 
de ação sobre o processo de fosforilação oxidativa, !
I
Algumas das demais substâncias estão sendo estudadas 
neste laboratório, com resultados animadores até o presente» .
0 composto l,2:5,6-di-G-isopropilideno-3-fluor-3-desoxi
-«-D-glucofuranose (XI) sendo estudado por Kreisel, 1979 (co­
I
municação pessoal), apresentou um efeito de inibição no mesmo j 
sítio de ação da rotenona e um efeito desacoplador moderado | 
devido a um processo de dispersão da membrana interna mitocon j 
drial. I
0 6-Q-benzil-3-descxi-3-fluor-l,2-isopropilideno-«- D-
glucofuranose apresenta, segundo Toews 1979 (comunicação pe£ ;
soai), fortes evidências de inibição sobre-o complexo I e um : 
* I
acentuado efeito desacoplador devido a uma ação sobre a mem- |
brana ainda não muito clara, f
Os compostos g-tetra-O-acetil-l-araòinose (XVIII) e o j 
8-penta-O-acetil-D-galactopiranose (XIX) apresentaram, de j 
acordo com Chagas, 1379, efeito de estimular,especificamente, j 
a oxidação do sucçinato pela mltocôndria intacta«Verificou-se j 
que ambas as drogas inibem "o efluxo de cãlcio da mltocôndria,J
J£s. :©ncentraçáomantendo consequentemente, u® r.ivc'
condrial maior, desse íon* Corsiderando os resultados obtidos 
por Ezawa e Ogata, 1977 que observaram ser o Ca*"’ um efetor 
positivo do succinato desidrogena33* é possível que o efeito 
estimulador desses compostos sobre a oxidação do succinato se 
ja também atravez do Ca" .
MECANISMO DE 00 METIb-3,5-DI-0-BEHZIL-2-CLOEO-2-
DE S OX I - D-ARAB IN OS I DE C> .(Alvares et al», 1979),.
A mitocôndria é geralmente descrita couto tendo m a  me®- 
brana externa, um espaço infermembpsnas» uma membrana interna 
constituída de uma biespa fosfolipidica altamente impermeável 
a prótons (Mitchell 1976) e uma região intema denominada ma­
triz» A. membrana intema é extensivamente dobrada» formando! 
viXosidades que comumente são cbamadas cristas mitocondrlals - j 
Com essas cristas a area da membrana intema fica altamente 
aumentada e® relação ao volume mitocondrial* Diversos aspectos, 
da topologia.das membranas mitocondriais foram descritos em 
uma serie de revisões recentes Cfsrderfeooi, 117%| Haraon et ;
al, 137%; Mitchell 1976; De Pierre e Emster» 1977), i
Especificamente, diversos sistemas enzimãticoç (ffateff j 
et al, 1975) localizados na renbrsna interra nitocondriai, ca j 
talizaa a fosforilaçã© oxidativa; nsta verdadeira red® d© rea-§ 
çoes peias quais ocorre a oxidação dos substratos, acoplad*® 
com a síntese de ATP a partir de -\L? e Pi. A primeira parte 
do sistema, responsável pe)a ©xiáaçic cc substrato, denomina­
da cadeia respiratória ou cadeia transferidora de elétrons, - 
foi extensivamente estudada por diversos pesquisadores, entre 
os quais Chance e Uillrars, 1356 <>ue estudaram a relação mo­
lar entre os componentes da cadeia transferidora de elétrons 
jem diversos tecidos e espécies; Srieriey et ai. 1962; Green m 
Warton, 1963» Emster a Lee, 136% que, com estudo bioquí&i - 
cos, identificaram unxdadas ac quai.? perstanesce® associadas
apos uma sequencia dé purificações bioquímicas; elas formam á| 
base da classificação de Green, De acordo com.esse autor, a§ 
cadeia respiratória consiste de quatro componentes fixos, vi~f
zinhos, que sio: NADH-CoQ redutase (complexo I) Succinato-CoOl 
redutase (complexo II), CoQH^-eitocromo e redutase (complexo|
III), citocromo e oxidase (complexo IV) e dois componentes moi 
veis, vizinhos, a CoQ e o citocromo c. Os componentes fixos| 
nio são catalizadores simples, são complexos lipoproteicos - | 
contendo diversos suhcomponentes * A proliferação de subcompo-1 
nentes de cada complexo se deve a refinados estudos Sptícosj 
(Dutton e Wilson, 197H) e magnéticos (Ohnishi, 1973) da ca­
deia equilibrada em vários potenciais. Assim, sendo o complexo| 
I com um peso molecular de 550.000 contêm FNM como grupo prosj 
têticó e sete centros Fe-S e ê sensível ao inibidor rotenona.| 
0 complexo II consiste de três centros Fe-S e uia grupo prostéj 
tico FAB. 0 complexo III tem um peso molecular de 300,000 ejj 
contêm uma molécula de citocromo C^, duas moléculas de cito - j
cromo b íhFF- e be_^>, dois centros Fe-S associados co® pro-1 o b l  5© O " • I
teínas simples e uma pequena quantidade de ubxquinòna (Papa,J 
1976), 0 complexo IV com peso molecular entre. 1HQ.Q0Q e|
280,000 cuja unidade mínima possue dois grupos heme, os cito-*
cixxaos a e- â, e dois átomos de cobre<6 transporte de eiétrons |
- a , ~ i
e realizado pela cadeia por diferença de potencial eletroqui-•
mico entre os seus componentes que, para propositos maio sim-i
pies, podemos reuni-los em quatro níveis de potenciais médios*
(fig, 18), de maneira que ficgtrsais claramente identificáveis,
os degraus de energia disponíveis para reações acopladas eu*
seja, os sítios de acoplamento. f
. IA eficiência termodinâmica do mecanismo d-5 accplor»* r »* ^ |
• *» * I
de energia requer reações de transferência de eletrcns .ertru- {
10» «, . ■ • ».t t
tural e quimicamente especificas, evitando o "curto uire^1rc"| 
dos degraus entre os grupos de isopotencial por carriadores| 
incapazes de produzir acoplamento de energia (Chance, 1977).|
Portanto, usa sequência ordenada cs reações de transísr-anciaj 
de elétrons parece ser usa regra rara os grupos de iscpoten -| 
ciai; por exemplo o citocromo C, nio ê diretamente oxidado pej
NADH •
(-300 mV) (0 mV) (+300 mV) (+600 mV)
(Fig. 18) Diagrama esquemático de cadeia respiratória descre­
vendo os grupos isopotenciais.
lo citocromo a, etc. Mesmo a Ubiquinona, a qual» ir vitro, e 
capaz de ceder-ou aceitar elétrons indiscriminadamente, espe­
cialmente em sua forma de semiquinona, está confinada a rea­
ções específicas de elétron"'- transferência. A estrutura da 
membrana ê importante para realçar esta especificidade.
Está, atualmente, firmemente estabelecido (Beyer et
&!., 1977) que a oxidação aerõbica de uma molécula de NADH 
atravêz da cadeia respiratória mitocondrial dá origem ã sín­
tese de 3 moléculas de ATP» provenientes de ABP e Pi. Os
complexos líADH-CoQ redutase, OH^-citocromo C redutase e cito- 
 ^cromo C oxidase, contém, cada qual» um dos três sítios de 
I acoplamento de síntese de ATP (complexo ATPasico), Além dis- 
I se os três sítios de acoplamento podem transferir energia di-
retamente entre si, sem a mediação do sistema ATP síntetase 
(Ernster e Lee, 196*0, Verifica-se ainda, que ambos os siste­
mas, o da cadeia respiratória e do 'sistema de síntese de ATP, 
podem servir como fonte de força para a reaçao, também acopla 
da energéticaraente, da nicotinamida nucleotideo transidrogena 
se (Ernster e Lee, 196**; Rydstrcm, 1977; Skulachev, 1975) co­
mo também para diversos translocadores de ícns presentes na
membrana interna mitocondrial (Ernster e Lee 1964; Azsone e
. _  | 
Massari» 1973), Portanto o sistema mitocondrial de transduçic «
de energia, consiste em numerosas unidades transdutoras nas ;
quais a energia é conservada em varias formas: Potencial re- í
dox, ligações de alta energia, gradiente de concentração; que |
podem ser transferidos de maneira reversível. Um esquema ge- <
ral do processo pode ser visto na fig. 19. ,
Em princípio, existem dois tipos de mecanismos que tem |
.  * ■ I
sxdo propostos para o sistema transferidor de energia entre o i 
transporte de elétrons e o sistema de síntese de ATP. Um en- { 
volve interações estriiturais diretas, atravéz de intermedia- ; 
rios que se constituem de catalizadores quimicamente modifica
dos, de sistema transferidor de elétrons, por ligações cova - 
lentes de alta energia, como proposto por Slater, 1953, cu 
por um estado eonformacional energizado, coso visto por Boy«« 
(ver Boyer et al 1975), 0 outro tipo de mecanismo, envolve uaaj 
interação entre o transporte de elétrons e o sistema ÃTPasico | 
atravéz de um fluxo de prótons, dentro da membrana como pr© * j 
posto por Williams (Williams, 1969; Mitcheil 1977) ou acravéz |
- f' É
da membrana de.acordo com a teoria quiaiosmotica de Mitcheil |
(ver Mitcheil, 1976), 1
' |
Ha, agora, evidências (Mitcheil, 1976a)3provenientes de j 
estudos com mitocõndrias e partículas submitocondríaís, tanto | 
como coa proteolipossomos (Skulachev, 1975; Racker, 1975), | 
que (a) muitos, senão todos, os vérios tipos de unidades I
transdutoras de energia podem gerar•um gradiente de prótons |
e/ou potencial de membrana, atravéz da membrana onde estio lo |
_ - I
calizados; (b) a geração de um gradiente de prótons e/ou um | 
potencial de membrana pelas diversas unidades transdutoras ds £
” I
J
r«!»1 « bsms
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’energia ê reversível ■ (c) a transferência de energia -en­
k tre as unidades transdutoras» localizadas na mesma membrana»:Ij i ‘ I
l tem lugar via um gradiente de protons e/ou um potencial dej 
I membrana; (d) agentes que abolem o gradiente de protons e/ouj 
í o potencial de membrana» desacoplam a transferência de ener 
gia entre as unidades transdutoras» Estes fatos» que se pode! 
estender aos sistemas transdutores de energia associados asj 
\ membranas dos cloroplastos (Jagendorf, 1975) e dos procariônl 
| tes» consitem em forte suporte para os postulados básicos da 
I teoria quimiosmotica de Mitchell, ou seja» ê um forte apoio 
I para a ocorrência de uma translação de protons» reversível,di. 
frigida pelo transporte de eletrons, pelo complexo ATPasico e| 
|pelo sistema transportador de selutos, localizados numa. mesma| 
I membrana impermeável a íons.
; Considerandp-se o esquema acima apresentado»resumido na
fig. 19 e os resultados observados do efeito do composto IX 
sobre o "swelling" controlado (figs. 5 e 6) e sobre a oscila­
tória mitocondrial (figs. 9 e 10) verifica-se uma ação dese- 
nergizante da membrana mitocondrial com relação a todas as 
fontes de energia, seja da cadeia respiratória, seja da hi­
drólise do ATP. Parece» portanto, que o composto IX exerce» 
sobre a membrana mitocondrial, uma ação semelhante aos desd- 
copladores. A formulação de P. Mitchell (Greville, 1969) ex­
plica a açao dos desacopladores com base na hipótese de tran£ 
locação de protons atravez da membrana interna mitocondrial. 
Com economia de ideias: os desacopladores diminuem o gradién1* 
te de pH e/ou o potencial de membrana, decrescendo desta for- 
f ma a força prõton-motriz disponível para dirigir-se atravez 
ída ATPase reversível. Muitos desacopladores transportam pro- 
1 tons, outros (por exemplo o NEL) ligam protons neutralizando-| d "
| os e ainda outros causam "Swelling5' alterando a estrutura da
1 .
Imembrana interna mitocondrial. 0 composto IX, (conforme fig.
|5 > parece pois classificar-se entre os desacopladores que
I ' ~ ”I provocam alterações da estrutura da membrana.
I '
S Considerando-se ainda os experimentos da fig. 11, onde
subministrou-se eletrons ã cadeia respirajtoria via complexo I
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0 esquema representa a organização enzimãtica e acoplamento|
enérgetico da fosforilação oxidativa, os translocadores iônieos|
I
e os inibidores específicos do sistema (indicados com flexas lar | 
gas). |
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analizando-se o efeito da droga IX sobre o sistema NADH-oxida 
se em mitocõndrias rompidas/ e partículas transportadoras de 
elétrons (EP1), verificou-se um efeito inibidor em torno de 
80% quando a concentração da droga estava em 100nnmol/mg de 
proteína, enquanto que quando se subministrou elétrons via 
complexo II, analizando-se o efeito da droga IX sobre o sis­
tema succinato-oxidase, observou-se inibição somente em altas 
concentrações. Isto, em vista do esquema apresentado na fig. 
18, induz a sugerir que o sítio de ação da droga sobre a ca­
deia transportadora de elétrons se encontra antes do sítio da 
CoQ. Como a droga IX não apresenta nenhuma ação sobre a enzi­
ma NADH-desidrogenase, provavelmente o sítio de ação da droga 
é a parte terminal do complexo I, ou seja, o mesmo sítio da 
rotenona,Fig. (19).
A ação inibidora da droga IX sobre o processo de oxida­
ção do succinato parece ser dependente da estrutura da membra 
na mitocondrial, pois esse efeito decresce da mitocõndria ín­
tegra (fig. 3) para mitocõndrias rompidas e partículas EP1 
(fig. 11). 0 sítio de ação, que podemos chamar de sítio secun 
dãrio, parece localizar-se sobre o complexo II, em virtude de 
que a droga apresentou uma ação inibidora sobre a succinato
desidrogenase (em to m o  de 30%) e o efeito observado sobre o
■' *
sistema succinato oxidase parece não interferir sobre o afei­
to inibidor da droga na NADH-oxidase (Fig. 11).
2 ~ MECANISMO DE AÇÃO DO METIL 3.5-DI-O-BENZIL-D-RIBOFURANO -
SÍDEO (VIII)
Similarmente ao composto IX, a*ação inibidora da droga 
VIII sobre a cadeia respiratória, restringe-se principalmente 
sobre a parte terminal do complexo I (mesmo sítio de ação dã 
rotenona) em função de que, verificou-se inibição do sistema 
NÁDH oxidase (tabela VII) sem haver nenhum efeito sobre o 
sistema succinato oxidase e NADH desidrogenase. A inibição da
_________J
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EFEITO DA DROGA VIII SOBRE OS SISTEMAS NADH OXIDASE
E SUCCINOXIDASE
Tabela VII
Concentração 
da droga
ymol/mg prot.
% de inibição
Part. EP1 Mitòc. rompida
0,2 8
0,3 10 5
0,6 50 25
1,2 83 -
1,3 - 65
2,6 - 70
As condições bãsicas do sistema estão descritas em 
Material e Métodos.
J
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$cadeia de eletrons, sustentada pela oxidação do succinato
somente se verificou ero mitocôndria íntegras (fig. 14), em
* ' .
altas concentrações, e que sugere tambem uma dependência da 
integridade da membrana mitocondrial para produzir a inibição
Os experimentos das figuras 11, 12 e 13 sugerem uma 
ação desacopladora da fosforilação oxidativa, executada pela 
droga VIII, o que ê confimado pelo sistema de "Swelling” con 
trolado o qual ê afetado em todas as fontes de energia (ca­
deia de eletrons e hidrólise do ATP) fig. 15, embora a mani - 
festaçio nítida de desacoplamento sõ foi verificada em altas 
concentrações da droga.
Na figura 19 estão indicados os possíveis pontos de 
ação do metil 3,5-di-0-benzil-arabinofuranosídeo (VIII).
3 - INTERRELAÇÃO ENTRE ESTRUTURA E AÇÃO DOS COMPOSTOS VIII E
IX
Verifica-se que as ações dos compostos VIII e IX, sobre 
a fosforilação oxidativa parecem ser idênticas, diferindo so­
mente quantitativamente. Se tomarmos por base as concerttra- 
çoes de inibição do sistema NADH oxidase (fig. 11 e tabela 
VII) das duas drogas, podemps avaliar que o composto IX ê apr 
ximadamente 20 vezes mais potente do que o composto VIII. A 
única diferença existente entre as estruturas das duas molêcu 
las ê o grupo cloro na posição "arabino” no carbono 2 do com­
posto IX. Possivelmente esta substituição de grupos/potencia- 
jlizou o efeito do composto. A lipofilicidade das drogas em 
estudo, possivelmente condicionada pelos dois grupos benzil, 
ê passiva de facilitar a incorporação das moléculas as regiões 
hidrofõbicas da membrana interna mitocondrial provocando uma 
alteração estrutural da mesma. Con se que ntement e isto afetara 
a organização da cadeia transportadora de elétrons, principa.1 
mente do complexo I, que por seu maior volume e número de com
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(S. Papa, 1976) e mais suceptível. Afetara ainda 
permeabilidade da membrana, pois o anel furanos.íd&co do açú­
car, com seus grupos oxigênio e.letronegativamente expostos 
(Barnett, 1967) podem funcionar como ponte de íons intra mem­
brana . No composto IX o grupo cloro substituinte, tendo uma 
nuvem eletrônica mais volumosa portanto mais exposta do que 
o grupo hidroxila, apresenta maior capacidade de ligar-se a 
protons (H ) e outros íons, ou ainda ligar-se a grupos car­
regados positivamente componentes da membrana o que, even­
tualmente irá provocar um maior desarranjo na membrana alte­
rando ainda mais a permeabilidade da mesma. Este aumento da 
permeabilidade pode ser observado pelo "swelling" provocado 
expontaneamente pela droga IX nos experimentos da fig.f 5.
ponentes
CONCLUSÕES
Os compostos VIII e IX são inibidores da cadeia transpor­
tadora de elétrons da mitocôndria, ao níve-1 do complexo 
I , em baixas concentrações, e em concentrações mais altas
• 'V -  • _  _ '
também a inibem do nível do complexo II, principalmente 
em mitocôndrias intactas.
Os compostos VIII e IX são desacopladores da fosforilação 
oxidativa em função da alteração da permeabilidade da 
membrana interna mitocon&rial cue eles provocam.
Os prováveis sítios de ação de ambos os compostos estão 
citados na figura 19.
A substituição do grupo hidroxila do carbono 2 em posição 
"ribo" da droga VIII pelo grupo cloro na posição "arabi- 
no" da droga IX, potencializou este composto 20 vezes em 
relação ao primeiro.
9H
0 efeito de 18 derivados de açucares, sintetizados emj 
nosso laboratório, seguindo-se técnicas estabelecidas na litel 
ratura, foram testados sobre o consumo de oxigênio e sobre a 
fosforilação oxidativa em mitocondrias de fígado de rato. 
Desses derivados, dez apresentaram efeito'significativo, al­
terando a velocidade de consumo de oxigênio e o padrão da 
fosforilação oxidativa mitocondrial. Dos derivados.efetivos, 
dois compostos foram estudados em detalhes neste trabalho. Fo 
ram eles: o metil 3,5-di-0-benzil-2-cloro-2-desoxi-D-arabino- 
furanosícieo (IX) e o metil 3,5-di-O-benzil-D- riboáruranosideo 
(VIII). Ambas as substâncias parecem atuar de maneira seme­
lhante como inibidores do transporte de elétrons; fortemente 
ao nível do complexo enzimãtico NADH CoQ redutase e mais fra­
camente ao nível do complexo süccinato CoQ redutase, neste,! 
a inibição parece ser dependente do grau de integridade dal 
membrana mitocondrial. Ambos^os compostos apresentaram t^imbêmj 
um efeito de desacoplamentò da fosforilação oxidativa. A di-1 
ferença molecular entre as duas drogas (no composto IX al 
hidroxila do carbono 2 foi substituída por um grupo cloro em| 
posição "arabino”) promoveu apenas uma diferença de naturezaI 
quantitativa sobre a atividade mitocondrial. Desta maneira| 
o composto IX apresentou-se 20 vezes mais efetivo em inibirj 
e desacoplar a fosforilação oxidativa mitocondrial. j
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